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RESUMO

A radiacdo ultravioleta pode gerar varios efeitos nocivos a satde humana, dentre eles danos
no DNA, catarata, melanoma, dentre outras malignidades. Em funcdo desses efeitos existe
a necessidade de proteger a saude da populacdo dos raios ultravioletas (UV) utilizando-se
de cosméticos que atuem como filtros contra essa radiacdo. O mercado consumidor
apresenta uma variedade desses filtros solares. O octil metoxi cinamato (OMC) € um deles,
muito empregado em produtos cosmeéticos como xampus, batons, sabonetes liquidos entre
outros, produtos esses que sdo comercializados no Brasil. Diversos estudos tém apontado a
presenca dele em fluidos biolégicos como sangue, urina e leite materno humano, assim
como sua presenca na agua e em tecidos de diversos animais. A literatura tem o
demonstrado como potencial desregulador da tiredide. Em humanos, alteragfes na funcao
tireoideana durante periodos criticos do desenvolvimento podem gerar comprometimentos
como hiperatividade, problemas motores e déficit de memoria e aprendizagem. Por isso, o
presente trabalho visa avaliar se a exposicdo ao OMC no periodo lactacional é capaz de
induzir a desregulacdo tireoideana e alteracdes neurocomportamentais em ratos. Para
alcancar tal objetivo ratos de ambos os sexos foram sexados e divididos nos dois grupos de
exposicdo no dia pés-natal 1 (PN), 6leo de milho ou OMC. Os roedores receberam
diariamente uma dose de OMC na concentracdo de 500 mg/kg/dia do PN5 ao PN22. No
PN23, dia do desmame, metade dos animais foi eutanasiada, o sangue coletado para
dosagem de tiroxina total (T4) e coleta do timo e baco. Aqueles que nao foram eutanasiados
seguiram até a vida adulta para serem submetidos a testes comportamentais. A exposicao
dos roedores ao OMC durante o periodo lactacional reduziu T4 total. Além disso, este grupo
apresentou menor ganho de peso no periodo lactacional que foi revertido apés o desmame
bem como atraso na abertura de olhos. A andlise do timo e bagco mostrou diminuicao do
peso relativo, sem alterar o numero de células. No labirinto em cruz elevado o numero de
entradas nos bracos abertos foi significativamente maior. No campo vazado observamos
gue os animais OMC deslocaram-se significativamente mais. Nao observamos alteracdes
cognitivas no labirinto aquatico de Morris. Portanto o filtro solar em questao causou varias
alteracdes no desenvolvimento, sistema imune, comportamento e horménio tireoideano.
Tais alteragBes servem de alerta para 0 uso de OMC em infantes expostos em periodos

criticos do desenvolvimento.

Palavras-chave: Protetor solar, OMC, desregulador da tireéide, neurocomportamental.



ABSTRACT

The ultraviolet radiation may induce several adverse effects for human health, as well
damage in DNA, cataract, immunosupression, melanoma and others malignancies. Because
these effects is necessary to protect the population health of ultravioleta (UV) using
cosmetics that act like filters against this radiation. The consumption market show a variety
of these sunscreens. The octyl methoxy cinnamate (OMC) is one these, at organic
sunscreens that protects against UV radiation widely used in personal care products such as
sunscreens, shampoos, lipstick, liquid soap and others products that are commercialy
avaiable. The problem is that studies display the OMC presence in biologics fluids such as
blood, urine and human breast milk beyond presence in water and all food chain. This have
worried researchers in whole world because several works shows that OMC is a potencial
disruptor the thyroid axis. It's well knew that disturbances in the thyroid axis during critical
period of development may cause hyperactivity, motor disorders and déficit in memory and
learning. This present work aim to evaluate if the thyroid disruptor induced by administration
of OMC in rats in lactacional period cause neurobehavioral alterations. In this context, pups
were separated and divided in two exposition groups in post natal day 1 (PN), corn oil or
OMC. The rodents received daily one dose of OMC at 500 mg/kg/day at PN5 until PN22. In
PN23, day of weaning, part of animals were euthanasied for to collect of blood for total T4
dosage and organs collets such as brain, pituitary, hypothalamo, thyroid, liver, thymus and
spleen. Those that don’t were euthanasied lead until adult life for submited behavioral tests.
The exposition of rodents OMC during lactacional period decreased total T4. Moreover, this
group display decresead weight gain in lactacional period that were reverted after weaning.
The OMC administration delayed total open eyes of animals. Plus this were observed
decresead in relative weight of thymus and spleen without change the total number of cells
this organs. And in behavioral tests, the OMC rodents visited more times the open arms in
elevated plus maze, deslocated more in hole board and no exibited cognitives changes in
Morris water maze. This alterations alert for the use of OMC in infants exposure in criticals

periods of neurodevelopment.

Key-words: Sunscreens, OMC, thyroid disruptor, neurobehavioral alterations.
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1 - INTRODUGCAO
1.1 FILTROS SOLARES E OMC

A radiagdo ultravioleta pode desencadear varios efeitos nocivos, dentre eles
danos no DNA, envelhecimento precoce, catarata, alteracbes quimicas e
histolégicas na pele, imunossupressao, melanoma, dentre outras malignidades
(BALOGH et al., 2011). Em funcdo desses potenciais danos, existe a necessidade
de proteger a saude da populacdo dos raios ultravioletas (UV) utilizando-se de
produtos e cosméticos que atuem como filtros contra essa radiacdo. Talvez por
conta desses efeitos nocivos que a utilizacdo de protetores solares com filtros UV

tem aumentado substancialmente no mundo inteiro (KRAUSE et al., 2012).

Os filtros UV séo altamente lipofilicos e podem ser classificados em fisicos ou
inorganicos e em quimicos ou organicos. O primeiro tem como principais
representantes o didxido de titanio (TiO2) e o 6xido de zinco (ZnO), que, por serem
opacos aos raios UV, agem refletindo a radiacdo em sua maior parte. O segundo
tem como representantes as benzofenonas, os derivados dos benzilidenos canfora,
0s cinamatos, salicilatos, benzimidazéis e para-aminobenzéicos que agem
absorvendo a radiagdo UV de alta energia, nociva aos seres humanos,
transformando-as em radiacdo de baixa energia, minimizando os potenciais danos
induzidos por essa radiacdo (CABRAL et al., 2011). Contudo, esses filtros solares
quimicos tém sido apontados através de evidéncias experimentais in vivo e in vitro
por desencadearem efeitos toxicos em estudos com roedores. Dentre eles é
possivel citar benzofenona 2 (BZF2), benzofenona 3 (BZF3), metilbenzilideno
canfora (MBC) e octil metoxi cinamato (OMC) (SCHMUTZLER et al., 2004a;
SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2006; KLAMMER et al., 2007).

Dentre os varios produtos presentes no mercado nacional, diversos
cosmeéticos possuem uma ou mais das 4 substancias anteriormente mencionadas
em sua composicdo, sendo eles protetores solares, xampus, sprays para cabelo,
tonalizantes, batons, protetores labiais, sabonetes liquidos entre outros. Além de
artigos de cuidado pessoal, os filtros solares também podem ser encontrados em

aditivos plasticos, tapetes, roupas e sabdo em po, o que reflete o grau de exposicao
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da populacdo a estes compostos. E importante mencionar também que os filtros UV
sao declarados apenas em cosméticos, mas ndo em outras classes de produtos tais

como aqueles que foram mencionados anteriormente (SCHLUMPF et al., 2004a).

Devido a ampla gama de filtros solares presentes em produtos de consumo
humano, diversos pesquisadores ao redor do mundo tém dispensado especial
atencdo ao estudo da contaminacdo ambiental e exposicdo humana a estas

substancias.

Estudos recentes tém demonstrado a presenca de filtros UV em diversos
ecossistemas aquaticos na Suica (FENT et al., 2010a). Alguns trabalhos apontam
para a presenca destas substancias em agua de torneira, aguas residuais e lodo de
esgoto tratado (DIAZ-CRUZ et al., 2012; GAGO-FERRERO et al., 2011). A presenca
de MBC e octocrileno, outros filtros solares muito usados, foi também observada em
ambientes aquaticos por Buser e colaboradores (2006), que demonstraram que
estes compostos estavam presentes no tecido muscular de peixes da espécie Salmo
trutta em sete pequenos rios da Suica em concentracfes de até 1800 ng/g de MBC
e 2400 ng/g de octocrileno. Um outro estudo semelhante, realizado por Fent e
colaboradores (2010b), mostrou a presenca de OMC em concentracfes de até 337
ug/kg de lipidio em macro invertebrados como o mosquito Chironomus riparius,
diversas espécies de peixes e quase o dobro em aves mergulhadoras da espécie

Phalacrocorax brasilianus.

Essa ampla presenca de filtros solares no ambiente como um todo despertou
interesse da comunidade cientifica em investigar o potencial grau de exposi¢cdo das
populacdbes humanas a estas substancias. Benzofenona 3, por exemplo, foi
encontrada em varios fluidos corporais humanos, tais como urina, sangue, leite
materno e sémen (CALAFAT et al., 2008; YE et al., 2008a; YE et al., 2008b; LEON
et al., 2010). Além disso, um dos filtros UV mais utilizados em produtos para uso
humano, o OMC, foi encontrado em amostras de urina e sangue ap0s ser absorvido
pela pele (JANJUA et al., 2004), bem como em amostras de leite materno de
mulheres que fizeram o uso de produtos que o continham em sua composi¢cao

(SCHLUMPF et al., 2008b). Diversos outros relatos de contaminacdo ambiental e



humana com filtros UV podem ser encontrados na literatura (quadro 1), o que indica

gue oS seres humanos estdo sistemicamente expostos a estes compostos.

Quadro 1. Classes de filtros solares e os respectivos locais onde sdo encontrados.

FILTRO SOLAR

SITIO ENCONTRADO

REFERENCIA

ASFB

Agua de tratamento de
plantas na Espanha

(RICHARDSON et al., 2009)

BZF3, 4AMBC, OMC, OD-
PABA,OC

Agua de torneira na Espanha

(DIAZ-CRUZ et al., 2012)

BZF3, 4AMBC, OMC, OC,
EHDPABA, 40HBZF,
2,4ADIOHBZF e 4,4ADOHBZF

Agua residual e lodo de
esgoto tratado na Espanha

(GAGO-FERRERO et al.,
2011)

OC e MBC

Lagos na Alemanha

(CAROU et al., 2009)

BZF3, 4AMBC, OMC, OD-
PABA, OC

Ecossistema aquético na
Suica.

(FENT et al., 2010a)

Tecido muscular de peixes

OC e MBC Salmo trutta em rios da Suica (BUSER et al., 2006)
OMC Pelxe§ e aves mergulhadoras (FENT et al., 2010b)
na Suica
OoMC Leite materno (SCHLUMPF et al., 2008b)
BZF3 Leite materno (YE et al., 2008b)
. . (GAGO-FERRERO et al.,

oC Golfinhos no Brasil 2013)
OC e OMC Solo na Nigéria (ARUKWE et al., 2012)
oMC Urina e sangue humanos (JANJUA et al., 2004)

. (CALAFAT et al.,2008)
BZF3 Urina humana (MEEKER et al., 2013)
BZF3 Sangue humano (YE et al., 2008a)
BZF3 Sémen humano (LEON et al., 2010)

BS, FS, HMS, 3,4MBC,
3MBC

Placenta humana

(JIMENEZ-DIAZ et al., 2013)

ASFB é acido sulfonico fenilbenzimidazol; BS é benzilsalicilato; BZF3 é benzofenona 3;
2,ADOHBZF é 2,4dihidroxi benzofenona; 4,4ADOHBZF ¢é 4,4dihidroxi benzofenona; OD-PABA é
dimetilamino benzoato; EHDPABA ¢ etilhexildimetil aminobenzoato; FS é fenilsalicilato;
40HBZF é 4 hidroxi benzofenona; HMS é homosalato; 3MBC é 3metilbenzilideno cénfora;
3,4MBC é 3,4metilbenzilideno canfora, 4MBC é 4metilbenzilideno canfora; OMC é octil metoxi
cinamato e OC é octocrileno.
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A presenca desses filtros UV em fluidos biolégicos, principalmente no sangue,
gera grande preocupacao devido aos potenciais riscos associados a contaminacao
humana com esses compostos. Dentre os efeitos nocivos mais relatados, a
capacidade estrogénica da BZF 3 foi demonstrada através de estudos tanto in vitro
qguanto in vivo, bem como atividade antiandrogénica in vitro, evidenciando assim a
acao dessa substancia sobre o eixo reprodutivo (FENT et al., 2008c; SCHLUMPF et
al., 2001c; SCHREURS et al., 2005). Alem destes efeitos largamente descritos na
literatura por diversos grupos de pesquisa, um recente trabalho tem associado a
exposicdo a BZF 3 a endometriose que pode estar correlacionada as alteragbes que
tal substancia desencadeia no eixo reprodutivo (KUNISUE et al., 2012).

Em relacdo ao OMC, alguns estudos in vitro demonstraram que este pode
exercer atividade estrogénica, uma vez que sua administracédo foi capaz de induzir
aumento na proliferacao de células cancerosas mamarias (SCHLUMPF et al., 2001).
Ja in vivo, em diversos estudos com ratos, a exposicdo ao OMC tem levado a um
aumento do peso uterino, sendo que um trabalho constatou esse aumento em ratas
imaturas apos 4 dias de exposicdo a 1035 mg/kg/dia de OMC (SCHLUMPF et al.,
2001).

Um estudo demonstrou que MBC, quando administrado oralmente em ratas
adultas da cepa Sprague Dawley por 14 dias, foi capaz de reduzir significativamente
0s niveis séricos de tiroxina (T4) e aumentar os niveis de TSH, levando a um quadro
de hipotireoidismo, quando comparado ao grupo controle (SEIDLOVA-WUTTKE et
al., 2006). Em 2004, foi publicado um trabalho que investigou outros desfechos
especificos, no qual ratos machos e fémeas foram expostos ao MBC por pelo menos
10 semanas antes de serem submetidos ao acasalamento, sendo que as fémeas
continuaram sendo expostas no periodo gestacional e lactacional e a prole até a
juventude. A substancia foi administrada por via oral através da racdo. As
concentracbes de MBC eram de 0,7; 7; 24 e 47 mg/kg/dia de peso corporal dos
animais. Neste experimento, foram observadas alteracdes significativas no peso
relativo do timo, tanto de machos quanto de fémeas, que encontrava-se diminuido
em animais que receberam as maiores doses. Além disso, houve diminuicdo no

peso dos testiculos, atraso na separagcdo prepucial, peso da proOstata ventral
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diminuido, aumento na tireéide de machos e fémeas, aumento no peso do Utero e
ovario, bem como reducdo no peso da préstata em adultos da geracdo F1 que
receberam as duas maiores doses, ou seja, primeira geracao filial, revelando que a
acdo do MBC teve impacto em varios sistemas. Os efeitos sobre a tiredide e o timo
indicam que o MBC exerce um importante efeito sobre o eixo tireoideano assim
como em oOrgaos linfoides, efeitos estes que podem estar correlacionados. Contudo,
a acao de filtros UV sobre estes sistemas ainda é pouco explorada na literatura, mas
tais efeitos demonstram como o filtro solar em questdo impacta em parametros

relacionados ao desenvolvimento (SCHLUMPF et al., 2004a).
1.2 — HORMONIOS TIREOIDEANOS

Dos efeitos toxicos desencadeados pelos filtros solares, a desregulacdo da
tiredide merece atencdo especial, jaA que em humanos adultos 0 comprometimento
da funcéo tireoidiana leva a distlrbios neurologicos reversiveis apos o tratamento
apropriado; enquanto que os danos causados durante periodos criticos do
desenvolvimento fetal e perinatal podem ser irreversiveis, variando desde efeitos
sutis, como problemas de comportamento, até retardo mental. Tais manifestacdes
sdo motivos de preocupacgao para cientistas no mundo inteiro quando se trata da
acdo dos filtros UV sobre o eixo Hipotdlamo-Pituitaria-Tiredide (HPT)
(PORTERFIELD, 1994a). Em humanos, o cretinismo endémico, retardo mental
devido ao hipotireoidismo congénito, é a manifestacdo mais conhecida decorrente
do desequilibrio deste sistema em periodos criticos do desenvolvimento (ZOELLER
et al., 2000). Individuos com hipotireoidismo congénito apresentam problemas com
linguagem, alteracBes neuromotoras, e danos cognitivos (ROVET et al., 2000a),
além disso, apresentam déficit de atencdo, hiperatividade, problemas com fala e
interpretacdo de palavras ditas, deficiéncias na coordenagao motora fina e déficit na
percepcdo espacial (ROVET et al, 1992b). J& em animais, a indugdo do
hipotireoidismo congénito acarreta diminuicdo axonal e da arborizagdo dendritica no
cortex cerebral, redugcdo em nervos terminais, atraso em mielinizacao,
anormalidades no desenvolvimento coclear e danos na formacgédo dos ossiculos do
ouvido médio (PORTERFIELD et al., 1993b). Os hormoénios tirecideanos (HTSs) tém

papel chave no desenvolvimento cerebral uma vez que orquestram o momento do
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inicio e término de eventos especificos do neurodesenvolvimento. E mesmo
flutuacbes temporarias podem prejudicar esse controle adequado dirigido pelos HTs

conduzindo a prejuizos no desenvolvimento cerebral (PORTERFIELD et al., 2000c).

No entanto, estudos divergentes na literatura apontam para melhor
desempenho de roedores com hipertiroxinemia para cumprir tarefas em testes
cognitivos, uma vez que estes animais cometiam menos erros e gastavam menos
tempo na execucéo dos testes. Neste trabalho, Schwegler e colaboradores (1991)
mostraram que a hipertiroxinemia pode aumentar o tamanho da fibra musgosa (fm),
um grupo de axoénios terminais que surgem de células granulares do giro denteado
situado na regido hipocampal do encéfalo (FROTSCHER et al.,, 2006) e que este
aumento esta diretamente associado a vantagem que 0S animais possuiam na
execucao do teste do labirinto radial, usado para avaliar memoria e aprendizagem
(SCHWEGLER et al, 1991). Segundo Madeira e Paula-Barbosa (1993) o
desequilibrio dos hormonios tireoideanos gera quebra da homeostasia que, quando
persistente, desencadeia diminuicdo da proliferacdo das células granulares, atrofia
dos dendritos apicais em neurbnios piramidais na regido CA3 do hipocampo, em
outras palavras, altera a morfologia da fm, além de gerar déficits cognitivos na
aprendizagem espacial e na memodria que explicariam esses resultados nos testes

comportamentais.

Discordante destes resultados, um estudo evidenciou que animais com
hipertiroxinemia cometiam mais erros no teste do campo fechado, teste utilizado
para avaliar alteracdes cognitivas. Neste trabalho, os animais receberam T3 por via
subcutédnea e foram submetidos a testes cognitivos que demonstraram que estes
animais cometeram mais erros nos testes, além de exibirem abertura precoce dos
olhos e diminuicdo do peso do cérebro em relagdo ao controle. Estes efeitos
demonstram os impactos das alteracées dos HTs em parametros cognitivos além de

alteracGes neurodesenvolvimentais. (EAYRS, 1963).

Os HTs sédo responsaveis pela coordenacdo de diversos eventos
fundamentais para o desenvolvimento do sistema nervoso, tais como, aumento da
proliferacdo neuronal no cerebelo, determinacédo do fim da proliferacdo neuronal e

estimulo a diferenciagdo (LAUDER et al.,, 1977), formagédo e desenvolvimento de
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sinapses, mielinizacdo (NUNEZ et al., 1984), além de contribuir de forma importante
para eventos de migracdo de neurdnios do seu local de origem até os destinos finais
(HAMBURGH et al., 1971)(Figura 1).0s estagios do neurodesenvolvimento sensiveis
aos hormaonios tireoideanos, podem ser divididos em trés. O primeiro ocorre antes
do inicio da sintese do hormdnio tireoideano fetal, aproximadamente entre 16% e 20°
semana. Durante este periodo o suprimento hormonal materno € fundamental e
influencia a proliferacdo e migracdo dos neurénios no cortex cerebral, hipocampo e

iminéncia ganglionar média. O segundo estagio se da durante o inicio da funcdo da
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Maternal thyroid hormone

Fetal/neonatal
thyroid hormone ‘
Early Mid- Late Early infancy Late infancy Thyroid Sex steroids
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r Nourone magration ] "

l Axon & dendnte outgrowth/branching ]

Hippocampus

* *
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Figura 1. Funcionamento da tire6ide maternal e fetal e eventos cerebrais no cértex e hipocampo dependentes
dos horménios tireoideanos e sexuais desde a concep¢édo do embrido humano até o segundo ano de vida.
(Adaptado de PORTERFIELD et al., 1994; WILLIANS et al., 2008)

glandula tiredide fetal e neste momento o neurodesenvolvimento € mediado por
hormbnios fetais e maternos. Durante este periodo, 0s processos neurolégicos
dependentes de hormonios tireoideanos incluem a neurogénese, migragao neuronal,
crescimento axonal, ramificacdo dendritica e sinaptogénese, juntamente com o inicio
da diferenciacdo de células gliais e sua migracdo até o aparecimento de
mielinizacédo. O terceiro estagio se inicia no periodo pos-natal, quando o suprimento
hormonal para o cérebro é critico para continuacdo da maturacdo e a glandula do
feto ja é funcionante (WILLIANS, 2008).
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A tiredide, a pituitaria e o hipotalamo comegam seu desenvolvimento no inicio
da gestacdo enquanto a sintese dos hormonios tireoideanos se inicia por volta de
10-12 semanas de gestacdo sendo que 0s niveis séricos destes hormdonios
aumentam progressivamente durante todo o restante do periodo gestacional Com
iIsso, eixo HPT comeca a de fato a ser funcional a partir da segunda metade da
gestacdo (FUSE et al., 1996; PORTERFIELD et al., 1993b; KLEIN et al., 1982)
(Figura 1).

Além da formacgéo da glandula tiredide e o inicio do seu funcionamento é
importante entender como os horménios tireoideanos sao produzidos e secretados
para buscar compreender como o OMC interfere com 0os mesmos. Primeiramente é
preciso conhecer o eixo tireoideano que € basicamente composto pelo hipotdlamo,
pituitaria e tiredide. Eles comp8em essencialmente uma cascata de sinaliza¢do que
pode ser entendida da seguinte forma: O hipotdlamo produz e secreta um hormonio
conhecido como horménio de liberacdo da tireotropina (TRH), este por sua vez age
na hipéfise que produz o hormodnio tireoestimulante (TSH) que é produzido e
liberado agindo sobre a glandula tiredide que por fim acaba por fabricar e secretar os
horménios tireoideanos triiodotironina e tiroxina (T3 e T4). Quando por algum motivo
existem concentracfes adicionais de hormonios tireoideanos, estes através de um
mecanismo de retroalimentacdo negativa sinalizam para pituitaria interromper a
secrecdo de TSH. Além da pituitaria os horménios tireoideanos sinalizam para o
hipotadlamo inibir a sintese e secre¢cdo de TRH bem como evidentemente inibir a
transcricdo do gene do TRH que acaba por suprimir a secrecdo de TSH. Além disso,
ocorre uma diminuicao da expresséo de receptores de TRH na hipéfise que culmina
com a diminuicao de producao dos hormonios tireoideanos. (GOODMAN & GILMAN,
2006). O principio de funcionamento do eixo tireoideano pode ser melhor entendido

através da figura 2.

Contudo, a biossintese e liberacdo dos horménios tireoideanos € ainda mais
complexa do que a simples descricdo da cascata de sinalizacdo do eixo HPT.
Primeiramente nos tirécitos, células da tiredide, existe a captacdo do ion iodeto na
regido do liquido extra celular. Esta captacdo ocorre através de uma proteina

expressa na membrana conhecida como simportador de sédio-iodo. O iodeto entdo
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€ levado ativamente para o interior da célula e carreado na mesma da membrana
basal até sair da célula pela membrana apical. Em seguida o iodeto na luz da célula
€ oxidado a iodo por uma enzima chamada tireoperoxidase. O iodeto oxidado se
torna iodo, precursor para a confeccdo dos horménios tireoideanos. Este iodo €
incorporado aos residuos de diiodotirosil e monoiodotirosil que se encontram numa
glicoproteina chamada tireoglobulina. Por conseguinte a tireoperoxidase catalisa a
etapa de fusdo das subunidades formadas dando origem a tiroxina. Esta juntamente
com as outras subunidades migram pela membrana apical do tirécito onde podem
ser desiiodadas. O T4 através de uma enzima conhecida como Desiodinase do tipo |
€ convertido a triiodotironina que € liberado no liquido extracelular. O T4 que nao é
degradado a T3 é liberado diretamente por meio de hidrélise. (GOODMAN &
GILMAN, 2006). A figura 3 ilustra as etapas metabdlicas dos horménios
tireoideanos.

Portanto conhecendo-se a agcdo bem como as etapas de biossintese dos HT’s
e levando-se em consideracdo esse amplo controle que oS mesmos exercem em
varios sistemas e seu papel fundamental para o desenvolvimento cerebral como um
todo, o estudo de substancias que desequilibram a homeostasia desses hormoénios é
de grande relevancia uma vez que eles orquestram importantes eventos para o

desenvolvimento de diversos sistemas.
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Apesar de diversos trabalhos na literatura descreverem fendbmenos ligados a
desregulacéo tireoidiana provocados por filtros UV, ainda sdo poucos os dados
referentes ao mecanismo de acdo destas substancias, no entanto mesmo diante da
escassez de dados, existem alguns alvos que ja foram hipotetizados. A figura 4
apresenta potenciais alvos para a acao de diferentes substancias sobre o eixo
tireoideano, incluindo filtros solares, retardantes de chamas, pesticidas,
plastificantes, agrotoxicos dentre outros.

HIPOTALAMO . =

J'TRH
PITUITARIA * =

TIREOIDE ¢TSH

; Inibigdo da TPQ: Inibidores competitivos
FIGADO lsoflavonas da bomba CutNl:lI:

Ativagio Hepatica UDPGT: BZF2 BombaCotNal Perclorato
Pesticidas il T _ Tiocianato
Dioxinas Nitrato
Furanos MBC

¢T4 +T3 oMC

b

Inibem a ligagdo a
proteinas transportadoras:
Deiodases T4 =» T3 PBDE's
Periféricas ¢ PCB's hidroxilados
? Inibidas por: T4 VT3
Filtras Solares
Estirenos
% CELULAS RESPONSIVAS
— AQS HT
Afetados pelos RT:
PCB's BZF3
PBDE's QMC
BFA -
Triclosan

Figura 4 — Mecanismo de acdo de desreguladores enddcrinos - TRH € o hormdnio liberador de
tireotropina. TSH é o hormonio tireoestimulante. T4 é tiroxina. T3 é triiodotironina. I é o ion iodeto.
UDPGT é uridina difosfato glicoroniltransferase. RT € o receptor do horménio tireoideano. HT € o
hormonio tireoideano. CotNal é a bomba cotransportadora de sédio e iodeto e TPO é a
tireoperoxidase (adantado de PEARCE et al.. 2009).

Schmutzler e seus colaboradores, em 2007, hipotetizaram que Benzofenona 2
age inibindo a atividade da tireoperoxidase, enquanto Benzofenona 3 possui

capacidade de agir como um agonista nos receptores dos hormonios tireoideanos,
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responsaveis pelo reconhecimento desses horménios em seu sitio de ligacédo
(SCHMUTZLER, 2007b). O mesmo grupo ainda prop6s que o Metilbenzilideno
canfora age primeiramente inibindo a bomba de cotransporte de sodio e iodeto,
levando a parada da producdo hormonal uma vez que uma das matérias primas
necessarias para isso (iodeto) ndo esta sendo recaptada, enquanto Klammer e seus
colaboradores propuseram que além deste mecanismo, esta substancia poderia
atuar reduzindo a atividade da enzima hepatica Deiodase |, incumbida na
metabolizacdo dos hormoénios tireoideanos (KLAMMER, 2007; SCHMUTZLER,
2007b). Por fim, a literatura aponta o OMC como envolvido em mdltiplos alvos, o que
torna seu mecanismo de agdo mais complexo. Assim como o MBC, o OMC inibe a
recaptacdo de iodeto pela bomba de cotransporte de sédio, bem como diminui a
atividade da deiodase do tipo | (KLAMMER, 2007; SCHMUTZLER, 2007b), além de
atuar como um agonista dos receptores dos hormoénios tireoideanos. Ou seja, 0S
diversos alvos de agcdo do OMC reafirmam a necessidade de mais estudos deste
composto (SCHMUTZLER, 2007b).

A grande guestdo é que o estudo da exposicao aos filtros solares durante o
periodo lactacional ndo é explorada na literatura e os modelos animais utilizados
comumente utilizam ratas ovarioctomizadas bilateralmente e com isso néo
representam uma parcela muito significativa da populacéo, pois além de se focarem
num sé género, levam em consideracao apenas individuos que sofreram intervencao
cirdrgica na tentativa de mimetizar o periodo da menopausa. Portanto, devido a
escassez de dados nesta janela do neurodesenvolvimento, € preciso fomentar mais
estudos que foqguem nessa analise temporal, fornecendo assim mais informacdes
gue venham a responder questdes importantes no que diz respeito a avaliacdo de

risco bem como preencher varias outras lacunas do conhecimento.

Por isso, com base nos diversos efeitos causados pelos filtros UV pautados
em evidéncias cientificas ja descritas anteriormente, torna-se necessario rever a
relacdo risco beneficio do uso destes cosmeéticos comercializados no mundo. O
Comité Cientifico de Produtos Cosméticos e Produtos N&o-Alimentares (SCCNFP),

uma autoridade regulatéria da Unido Europeia lancou uma declaragdo de
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preocupacdo a respeito do uso de OMC em produtos cosméticos devido ao seu

potencial risco a saude humana (GELBKE et al., 2004).

E fato que os filtros UV presentes nos cosméticos, em especial 0 OMC tem
contribuido muito para minimizar os efeitos nocivos das radiacdes ultravioletas como
o cancer de pele, em particular melanomas malignos (WANG et al., 2001). No
entanto, estes compostos tém sido descritos como moduladores negativos dos
niveis de tiroxina (T4), triiodotironina (T3) e horménio tireoestimulante (TSH)
(KLAMMER et al., 2007).

Agregado a isso, a problemética reside no fato de que criancas representam
um dos grupos de risco, uma vez que sdo expostas a estes compostos diretamente
pelo uso tépico do produto, pela possivel ingestdo acidental do mesmo ou pelo
simples fato de levarem constantemente a mao até a boca e também através da
amamentacao, haja visto a presenca dessas substancias no leite materno de
mulheres que utilizaram filtros solares como 0 OMC (SCHLUMPF et al., 2008) bem
como agua e alimentos contaminados com estes filtros UV (DIAZ-CRUZ et al.,2012;
BUSER et al., 2006). Além do mais, os infantes representam um grupo
extremamente vulneravel uma vez que processos cerebrais importantes ocorrem nos
estagios iniciais do desenvolvimento.

Portanto, devido aos possiveis danos a saude humana, é de suma
importancia elucidar os efeitos toxicos decorrentes da exposicdo ao OMC, uma vez
gue este filtro UV esta presente na composicdo de muitos produtos consumidos pela
populacdo. Uma vez estabelecidos os riscos a que a populagdo esta exposta e
desvendando-se o fator ou os fatores causais responsaveis pela toxidade desta
substancia, sera possivel, no ambito da saude publica, estabelecer medidas de
intervencdo quanto ao uso de cosmeéticos contendo este composto bem como
requerer um esforgco organizado por parte da sociedade para promogao, protecao e
restauracdo da saude da populacéo afetada.

Contudo, antes € necessario conhecer melhor os mecanismos envolvidos na
toxidade do OMC e investigar se os efeitos exercidos por esta substancia sobre os
horménios tireoidianos podem ocorrer também em etapas criticas do
desenvolvimento, como o periodo lactacional e se estas potenciais alteracdes

hormonais de fato impactam sobre o neurodesenvolvimento.
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2 - OBJETIVO GERAL
Avaliar se a exposicdo ao octil metoxi cinamato no periodo lactacional &
capaz de induzir desregulacéo tireoideana e altera¢cdes neurocomportamentais na

vida adulta
2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se OMC administrado em ratos no periodo lactacional induz alteracdes

nos niveis de T4 total;

- Avaliar a interferéncia da exposicdo ao OMC durante o periodo lactacional sobre o

peso corporal dos ratos;

- Avaliar alteragbes no neurodesenvolvimento induzidas pelo OMC durante o periodo
lactacional através do paradigma da abertura de olhos;

- Avaliar os efeitos da administracdo de OMC em ratos durante o periodo lactacional

sobre os 6rgaos timo e bacgo do sistema imune.

- Investigar potenciais comportamentos relacionados a ansiedade, alteragfes de
atividade locomotora e cognitivas em ratos que foram expostos ao OMC durante a

lactacéo.



30

3 - METODOLOGIA
3.1 - ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar recém-nascidos, de ambos 0s sexos,
provenientes de fémeas pesando entre 150 e 300 g, no dia gestacional 15,
fornecidas pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio da FIOCRUZ (CECAL).
Os animais tiveram livre acesso a agua e comida e foram mantidos em condi¢cdes
controladas de temperatura (22°C +/-1), umidade (55%) e ciclo alternado
claro/escuro de 12 horas. No dia pés-natal 1 (PN1) os filhotes foram sexados e
divididos nos grupos experimentais. As ninhadas foram mantidas com suas
respectivas maes acondicionadas em caixas individuais.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ) e licenciado pelo nimero 16/14-2.

A prole foi dividida aleatoriamente intraninhada entre 0s quatro grupos
experimentais destinando um casal para cada grupo. Logo cada ninhada foi
composta por 8 animais.

Os grupos experimentais foram:

Grupo 1- Veiculo (6leo de milho) — 5ml/kg/dia ajustado pelo peso corporeo;
Grupo 2 - OMC (500 mg/kg/dia) - 5ml/kg/dia ajustado pelo peso corpéreo;
Grupo 3 - OMC (1000 mg/kg/dia) - 5ml/kg/dia ajustado pelo peso corpéreo;
Grupo 4 - OMC (1500 mg/kg/dia) - 5ml/kg/dia ajustado pelo peso corpdéreo.

Essas foram as doses utilizadas no estudo piloto. Neste estudo foi observado
gue a dose de 500 mg/kg/dia ndo era capaz de desencadear sinais clinicos claros de

toxidade como perda de peso, prostracdo, hipoatividade, além de letalidade e etc.

3.2 - PREPARO DAS SOLUCOES.

O octil metoxi cinamato (OMC), de nomenclatura 2-etilhexil-4-metoxicinamato
segundo a IUPAC, CAS: 5466773 com 98% de pureza (Sigma Aldrich) foi preparado
na dose de 500 mg/kg/dia , 1000 mg/kg/dia e 1500 mg/kg/dia de peso corporeo do

animal utilizando 6leo de milho como veiculo. O OMC foi homogeneizado em vortex
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durante aproximadamente 5 minutos. A solugéo foi preparada de modo a utilizar um
volume de administracéo de 5ml/kg/dia de peso corporeo do animal.

O oleo de milho foi incorporado como veiculo na solu¢cdo do grupo OMC.
Além disso foi o controle negativo do experimento e seu volume de administracéo foi

de 5ml/kg/dia de peso corpéreo do animal.

3.3-PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram expostos as substancias durante o periodo lactacional, do
pés-natal 5 ao pds-natal 22 uma vez por dia a partir das 10 horas da manha, por via
oral com sonda gastrica apropriada (gavage).

As substancias foram administradas diretamente nos filhotes. Os animais
foram expostos por via oral (v.0.) com o auxilio de uma sonda gastrica apropriada
para animais nesta idade, calibre 30 mm x 0,76 mm da boca ao estdmago
(Watanabe et al., 2003). A exposicéo foi realizada do dia 5 ao 22 pds-natal uma vez
por dia a partir das 10 horas da manha. Os animais foram pesados diariamente a fim
de se ajustar o volume de administracdo das substancias. Além disso, o registro de
peso diario oferece um panorama da toxidade da substancia bem como o
acompanhamento do desenvolvimento da prole. Como a dose de 500 mg/kg/dia nédo
demonstrou sinais clinicos de toxidade no estudo piloto foi definida como dose teste
no estudo experimental que foi realizado. E neste estudo foram realizados os
mesmos procedimentos anteriormente descritos.

A prole foi dividida aleatoriamente nos dois grupos experimentais destinando
um casal por grupo experimental para cada mée, constituindo assim uma ninhada.
Portanto cada ninhada tinha 4 animais (1 casal 6leo de milho e 1 casal OMC).

Os grupos experimentais foram:
Grupo 1- Veiculo (6leo de milho) — 5ml/kg/dia ajustado pelo peso corporeo;
Grupo 2 - OMC (500 mg/kg/dia) - 5ml/kg/dia ajustado pelo peso corpéreo;

Um dia apos o final do tratamento (PN23), metade dos filhotes foram
anestesiados para coleta de sangue para dosagem hormonal de T4 total, através de
uma inje¢do intramuscular, no musculo posterior da coxa (agulha 13 x 0,45 mm,

volume 0,2 mL) de uma solugdo anestésica (0,2mL) contendo quetamina (60 mg/kg)
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e xilazina (15 mg/kg). O plano anestésico foi verificado através da alteracdo do
padrao respiratorio e da constatacdo de auséncia de reflexo palpebral, auséncia de
resposta a estimulacdo por pressao interdigital e do apice caudal. Em seguida a
caixa toracica do animal foi exposta e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca no
ventriculo esquerdo com auxilio de uma agulha 13 x 0,45mm até a exsanguinacgao.
Além da coleta de sangue, foi realizada a remocé&o de timo e baco para registro de
peso e contagem de células totais. Os animais que nao foram eutanasiados foram
acompanhados até a vida adulta para serem submetidos a testes comportamentais
(labirinto em cruz elevado, campo vazado e labirinto aquético de Morris) a partir do
PN90. Esses animais continuaram a ser pesados apés o desmame uma vez por
semana até a véspera de realizarem os testes comportamentais (PN89). A Figura 5

ilustra o desenho experimental do trabalho.

Figura 5. Desenho experimental

testes comportamentais
LCE CV LAM

Fémeas gravidas ) L
80 filhotes no PN1 Periodo de exposigdo

N

PNS PN22 PN90 PN91 PN92

PN23

Eutanasia
Coleta de sangue para dosagem hormonal

M F Coleta de orgaos
@ @ -Oleo de milho
@ @ - OMC 500 mg/kg/dia g . sexagem e divisao dos filhotes nos grupos

[]-Exposicéo dos filhotes as substancias no per. lactacional
[l - Periodo pos-desmame

LCE — Labirinto em cruz elevado; CV — Campo vazado; LAM — Labirinto aquatico de Morris.

3.4 - AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO

3.4.1 - Abertura de Olhos
Os animais foram observados do PN11 ao PN16 para avaliar o dia exato em
que houve a abertura total de ambos os olhos. Apés verificacdo, o dia da abertura foi

registrado.
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3.4.2 - Ganho de Peso
O ganho de peso foi registrado diariamente para avaliacdo da toxidade da

substancia teste e avaliacdo do desenvolvimento dos animais.

3.5 - DOSAGEM DE T4 TOTAL

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

A determinacdo da concentracdo de tiroxina total (T4 total) em soro de ratos
foi realizada através de kits RIA (Radio Immune Assay) de acordo com os protocolos
descritos nos proprios kits. A leitura foi realizada no contador de particulas gama da
marca ISOMEDIC-ICN e modelo 4/600. O radioimunoensaio consiste basicamente
na ligacdo competitiva empregando marcacdo com isOtopos que podem ser
utilizados para a determinacdo de varias substancias, dentre elas os horménios
tireoideanos. Durante o processo o anticorpo usado pode ter igual afinidade pelos
padrées e pelos analitos dos soros dos roedores (amostras). Os analitos néo
marcados competem com os marcados por um numero limitado de sitios que se
ligam ao anticorpo reduzindo assim a quantidade de analito marcado que se liga ao
anticorpo. O nivel de radioatividade ligada € inversamente proporcional a
concentracdo de analito presente nas amostras e nos padrées. Apés um periodo
adequado de incubacgéo, as fracdes livres sdo separada das que se ligaram e a
radioatividade ¢é quantificada. O kit usado da MP Biomedicals utiliza
Radioimunoensaio em fase sélida com tiroxina marcada com iodo radioativo [**°I] e

usa tubos com anticorpos monoclonais de T4.
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3.6 - COLETA E PROCESSAMENTO DE TECIDOS

. Baco e timo foram coletados e acondicionados em microplaca com solucao
de PBS a 1X em banho de gelo para posterior pesagem e processamento para
contagem total de células. Estes 6rgaos foram removidos por inteiro. (FERRARIS et
al., 2012)

3.6.1 - Preparo do Timo e Baco

Baco e timo foram individualmente colocados em papel absorvente e logo em
seguida pesados em balanca analitica de 6 casas decimais da Marca SHIMADZU e
modelo AUY 220. ApO6s o registro de peso, os o6rgdos foram triturados
individualmente removendo-se o sobrenadante no final do processo. Em seguida
aliquotas de 10 pL foram coletadas dos érgaos e misturadas com solucdo de azul de
Tripan a 0,2 % na diluigdo 1:100. Por fim, foram coletados 10 uL dessa solucéo e
aplicados numa camara de Neubauer com laminula para leitura ao microscopio
optico da marca OLYMPUS modelo PH-2 para a contagem de células totais do
orgédo (FERRARIS et al., 2012; DA SILVA et al., 2013).

3.7-TESTES COMPORTAMENTAIS

3.7.1- Avaliacéo do estado de ansiedade

Inventado ha mais de 50 anos, foi validado na década de 80. Muito
empregado na descoberta de novos farmacos ansioliticos além de ser usado para
investigar o processo de ansiedade (PINTO et al., 2012).

Este artefato € composto por dois bracos abertos unidos perpendicularmente
a dois bracos circundados por paredes (bracos fechados). Os bracos tém 10 cm ou
mais de largura, com 50 cm ou mais de comprimento, sendo os fechados com
paredes de alturas de 40 cm ou mais, com elevacdo de 30 a 50 cm do chéo do
ambiente de teste.
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= ‘M Figura 6. Labirinto em Cruz
~ e b Elevado

Fonte: www.ccb.ufsc.br

No labirinto em cruz elevado (LCE), ocorre o evento de “conflito de
aproximagéo-esquiva” do animal diante de um ambiente desconhecido aliado a
tendéncia natural de esquiva em relacdo aos bracos abertos, potencialmente vistos
como perigosos e conflituosos (PINTO et al., 2012).

No dia pés-natal 90, ratos Wistar de ambos 0s sexos foram avaliados em um
Unico dia no teste do labirinto em cruz elevado. Nele, os roedores sdo colocados
individualmente no centro do aparelho, na interjeicdo dos bragos abertos com o0s
fechados com o focinho voltado para um dos bracos abertos. Cada animal teve 5
minutos para explorar livremente o aparelho, sendo testados nele apenas uma vez.
Os parametros observados no teste sdo: rearings (levantamento vertical), grooming
(autolimpeza do corpo), streching (esticamento horizontal), nimero de pellets fecais,
n° de entradas nos bracos abertos, n° de entradas nos bracos fechados, tempo de
permanéncia nos bracos fechados, tempo de permanéncia nos bracos abertos e
tempo de permanéncia no centro do aparelho. Ao final do teste o artefato era
sempre higienizado com alcool 30% para remocdo dos rastros de urina deixados
pelos roedores previamente testados. A limpeza foi realizada de maneira bastante
cuidadosa para evitar interferéncias de roedores anteriores naqueles que estavam
sendo testados no momento (PELLOW et al., 1985).

3.7.2 - Avaliacéo da atividade locomotora
Introduzido na década de 70, o aparelho consiste de uma arena fechada,

medindo 80 x 60 x 50 cm, com orificios de 3 cm de diametro espacados
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regularmente. O aparelho fica a 10 cm do ch&o. O animal é exposto a este ambiente
por um periodo de 5 minutos, podendo explora-lo livremente. Este teste avalia
essencialmente a atividade locomotora do animal. Aléem disso, avalia a tendéncia
natural do roedor a neofilia que nada mais é que a busca por novidades (NOLAN et
al., 1973). No dia pés-natal 91, os animais foram avaliados em um Unico dia no teste
do campo vazado. Os animais foram colocados individualmente em um dos cantos
do aparelho com o focinho voltado para a parede e tiveram 5 minutos para explorar
livremente o artefato. Neste teste os parametros avaliados sdo niumeros de rearings
(levantamento vertical), grooming (autolimpeza do corpo), streching (esticamento
horizontal), nUmero de pellets fecais, nUmero de vezes em que o animal coloca o
focinho nos orificios situados no centro e nas bordas e numero de gquadrantes
percorridos. No final do teste, o artefato foi higienizado com alcool 30% para
remocao dos rastros de urina deixado pelos roedores previamente testados. A
limpeza foi realizada de maneira bastante cuidadosa para evitar interferéncias de
roedores anteriores naqueles que estavam sendo testados no momento (BOSSIER
& SIMON, 1962).

Figura 7. Campo Vazado

Fonte: access.stoeltingeo.com

3.7.3- Avaliacdo de Memoria e aprendizagem

Introduzido por Richard Morris (1984) para avaliar memdéria e aprendizado, o
labirinto aquético de Morris € uma arena aberta aquatica onde roedores guiados por
pistas (referéncias visuais), buscam encontrar uma plataforma de escape que se

encontra submersa na agua.

A arena possui 210 cm de diametro, lateral com 51 cm de altura e superficie

interior de preferéncia ndo reflexiva. A plataforma situada no interior da arena
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apresenta de 10 - 12 cm de didmetro e é submersa 1- 2 cm abaixo da superficie da

agua durante a etapa de aquisicdo de memoria.

A temperatura da 4gua estava dentro da faixa preconizada para a realizacéo
do teste (19 a 22°C).

Figura 8. Labirinto Aquético de Morris

Fonte: scac-irib.univ-rouen.fr

A sala de teste apresentava diversas referéncias visuais, tanto as endoégenas
(portas, estantes, pia, avaliador), como aquelas que foram colocadas
intencionalmente em torno do artefato como figuras geométricas (triangulo,
retdngulo, etc). As referéncias permaneceram no mesmo lugar durante todos os dias

de teste para que nenhum fator de confuséo fosse gerado no animal.

O avaliador permaneceu dentro da sala de teste, mas numa posicao fixa

durante todos os dias de avaliacéo.
Etapal - Aquisicdo de memoria:

Nesta etapa os animais foram testados a partir do PN92 durante 4 dias para
aguisicdo de memoria. Nesses quatro dias a plataforma de escape se situa sempre
no quadrante sudeste (figura 9) no interior da piscina submersa a 1 cm da superficie

da agua.

Foi jogado previamente guache nao-toxico de cor branca na agua a fim de

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

Cada animal foi testado individualmente, realizando 4 sessdes consecutivas.

Cada sesséao representa um ponto de partida diferente do animal (tabela 1). Esses
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pontos de partida sdo permutados durante todos os dias do teste. Cada roedor teve
1 minuto por sessdo para encontrar a plataforma de escape. Ao encontrar a
plataforma, o tempo no cronémetro era parado, registrado e a partir dai o animal sé
era removido da mesma apo6s 15 segundos. Em seguida, o rato era secado com
toalha limpa e colocado numa caixa com lampada incandescente para auxiliar na
secagem. O animal era deixado na caixa por 1 minuto e ap0s esse intervalo era
levado novamente para execucao da sessdo seguinte. O roedor em cada sessao €
sempre colocado com o focinho voltado para a borda da piscina e no término das 4
sessOes, os pellets fecais deixados por ele séo recolhidos para o ensaio do animal
seguinte. Quando o animal ndo encontra a plataforma no intervalo de 60 segundos,
este é guiado pelo avaliador até a mesma e fica nela por um tempo de permanéncia
de 15 segundos. Se mesmo guiado pelo avaliador, o animal se recusar a chegar até

a plataforma, ele € for¢ado a ficar nela (MORRIS, 1984).

Tabela 1. Pontos de partida (se¢des) durante as duas etapas do teste.

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

Dia 5 Norte - - -
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Etapa 2 — Teste:

Esta etapa € realizada em apenas 1 dia, representa o quinto dia de ensaio,
um apoés o ultimo dia da etapa de aquisicdo de memoria. Nesta etapa a plataforma é
retirada da piscina (figura 10) e o animal realiza apenas uma Unica sessao, ou seja,
€ solto a partir de 1 ponto de partida, sendo definido o lado norte para todos os
animais. Nesta etapa o animal continua tendo 1 minuto para realizagao do teste, no
entanto é avaliado o tempo em que o roedor se situa no quadrante onde estava a
plataforma. Essa avaliacao é feita posteriormente através da gravacéo do teste que
foi filmado na integra. Na avaliacdo a piscina é dividida em quatro quadrantes e foi
observado quanto tempo cada roedor ficou no quadrante sudeste, ou seja,
quadrante onde se situava a plataforma durante os 4 dias de aquisicdo de memoria.
Apos a realizacéo do teste o animal é removido da piscina, secado com toalha limpa
e colocado na caixa. Os pellets fecais deixados pelo roedor em teste sdo removidos

para o animal subsequente ser submetido ao mesmo (MORRIS, 1984).



\ o—* Plataforma

SE

Figura 9. Desenho da piscina com plataforma e os respectivos pontos de partida dos
ratos durante a primeira etapa.

/\ — Piscina
\ Sem Plataforma

Figura 10. Desenho da piscina sem plataforma com o Unico ponto de partida dos ratos
durante a segunda etapa.
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3.8- APRESENTACAO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Todas as distribuicbes de dados foram avaliadas quanto a normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnof. Para essa avaliacdo, um valor de p maior que 0,1
indica que os dados se distribuem normalmente. Para dados com distribuigéo
normal, foram calculadas médias e erro padrdo da média. Os grupos foram
comparados pelos testes t student para amostras independentes e Mann-Whitney.
Para a avaliacdo do ganho de peso, foi realizada ANOVA de medidas repetidas, com
Sexo e Grupo como between-subjects factors. Para dados com distribuicdo livre,
foram realizadas andlises estatisticas apropriadas para cada tipo de dado. A variavel
abertura de olhos foi analisada por meio do teste do Qui-quadrado. Para todos os
testes, valores de p menores que 0,05 foram considerados como tendo significancia
estatistica. As analises estatisticas foram realizadas por meio dos programas Graph
Pad Prism3 versdo 2.01 e SPSS verséo 15.0 para Windows.
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4 - RESULTADOS

4.1 - PERCENTUAL DE SOBREVIDA

Com o objetivo de se definir a dose do filtro solar OMC a ser administrado nos
roedores, um estudo piloto foi realizado. Nele foram testadas as seguintes doses:
500, 1000 e 1500 mg/kg/dia. O volume de administracdo foi de 5mL/kg/dia. Neste
ensaio foi observado que a dose de 1500 mg/kg/dia resultou na mortalidade de
100% dos ratos a partir do segundo dia de exposi¢cdo. J& a dose de 1000 mg/kg/dia
foi responséavel pela morte da metade dos roedores deste grupo a partir do terceiro
dia de exposicdo enquanto que a dose de 500 mg/kg/dia neste estudo ndo acarretou
qualguer morte como mostra o grafico 1. A partir desse estudo piloto a dose de 500
mg/kg/dia foi adotada como Unica na execucdo do protocolo experimental
propriamente dito.

Co

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

Pt ¢

Sobrevivéncia (")

A O

0 5 10 15 20
Dias

Gréafico 1. Porcentagem de sobrevivéncia de ratos de ambos os sexos expostos ao OMC em
diferentes concentra¢ces, 500, 1000, ou 1500 mg/kg/dia, administrado oralmente durante o
periodo lactacional. N minimo = 7.
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4.2 - AVALIACAO DO NEURODESENVOLVIMENTO

A abertura de olhos € um parametro especifico muito usado na literatura para
a avaliagdo do neurodesenvolvimento e foi observado neste experimento do PN11
ao PN16. A andlise estatistica através do teste do quiquadrado mostrou que 48,30%
dos animais do grupo 6leo de milho tendem a abrir os olhos de maneira equitativa
entre os dias 14 e 15 de vida pés-natal, enquanto que 69,10% dos animais OMC
abrem os olhos mais tardiamente (tabela 2), apds o 15° dia de vida, sugerindo atraso

neste importante indicador do neurodesenvolvimento.

Tabela 2. Efeito da exposicdo ao OMC sobre a frequéncia da abertura de olhos de ratos recém-
nascidos de ambos os sexos. Dados sdo mostrados como porcentagem do ndmero de animais
por grupo. N minimo = 29 por grupo por sexo. (Pearson Quiquadrado 120,69; df = 4; p < 0,001).
Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,05 (*).

Grupo Antes do PN14 Depois do PN15
(6{0) Quantidade 29 31

% dentro do Grupo 48,30% 51,70%
OoMC Quantidade 17 38

% dentro do Grupo 30,90% *69,10%
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4.3 - GANHO DE PESO NO PERIODO LACTACIONAL

Com o propésito de avaliar a toxidade da substancia, os animais foram
pesados diariamente para verificar os efeitos da exposi¢cdo ao OMC sobre o ganho
de peso no periodo lactacional. O registro de peso diario dos filhotes revelou que o
ganho de peso dos animais do grupo OMC de ambos os sexos foi significativamente
menor quando comparado aos animais do grupo 6leo de milho (grafico 2). Essa
diferenca comecou a ser estatisticamente significativa logo a partir do terceiro dia de
exposicao. As fémeas do grupo OMC obtiveram o peso corporal aproximadamente
13% inferior que o grupo 6leo de milho ao término da exposicdo (PN22). Enquanto
os machos do grupo OMC chegaram a apresentar peso corporal de
aproximadamente 13,5% inferior que o grupo 6leo de milho no 13° dia de exposicao.
No entanto os machos OMC nos ultimos trés dias de exposi¢cado recuperam 0 peso
equiparando-se aos roedores do grupo 6leo de milho. JA o mesmo fenémeno nao foi

observado nas fémeas do grupo OMC.
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Gréfico 2. Ganho de peso durante o periodo lactacional de ratos de ambos 0s sexos durante 18
dias de exposicdo ao OMC. A representa o ganho de peso das fémeas e B o ganho de peso
dos machos. Dados sdo mostrados como média + EPM do peso. Animais foram pesados
diariamente. N minimo = 29 por grupo por sexo. ANOVAr mostrou que os animais do grupo OMC
de ambos o0s sexos apresentaram uma diminuicdo no ganho de peso estatisticamente
significativo com relagdo ao grupo 6leo de milho durante os 18 dias de administragcdo. (F =
23,828; df = 1; p < 0,001). As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05.
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4.4 - GANHO DE PESO NO POS-DESMAME

O registro de peso dos animais continuou sendo realizado mesmo apos o
término da exposicdo dos roedores no periodo lactacional para verificar se a
diminuicdo no ganho de peso seria revertida ou se os efeitos seriam permanentes

até a fase adulta.

O registro semanal do ganho de peso de roedores de ambos 0s sexos revelou
gue o peso dos animais do grupo OMC é equivalente aos dos animais do grupo 06leo
de milho. Ou seja, os animais conseguiram recuperar o baixo ganho de peso no

periodo lactacional como pode ser observado no grafico 3.
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Grafico 3. Ganho de peso durante o pés desmame de ratos de ambos os sexos a partir do PN33
e término no PN89. A representa 0 ganho de peso das fémeas e B o ganho de peso dos
machos. Dados sdo mostrados como média + EPM. Apds o final da exposi¢cdo no periodo
lactacional, os animais continuaram tendo seu peso registrado do PN33 até PN89 uma vez por
semana. N minimo = 7 por grupo por sexo.
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4.5 - DOSAGEM SERICA DE T4 TOTAL

Com a finalidade de comprovar os dados da literatura que apontam o OMC
como potencial desregulador tireoideano, a dosagem sérica de T4 total foi realizada
no PN23. Nela foi observada que a exposicao dos roedores no periodo lactacional
ao OMC desencadeou uma reducdo nos niveis séricos de tiroxina total
significativamente menor que a dos animais do grupo Oleo de milho o que é
indicativo que os animais do grupo filtro solar exibiram um perfil de hipotiroxinemia
como mostra o grafico 4. Os niveis de T4 total dos roedores do grupo OMC foram
aproximadamente 5 pg/dL enquanto que dos animais do grupo 6leo de milho cerca

de 6,25 pg/dl. Uma reducéo de 20% nos niveis do hormonio tireoideano
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4.6 - AVALIACAO DE ORGAOS LINFOIDES

Alguns estudos correlacionam as alteracbes no eixo tireoideano com o0s
orgaos linfoides demonstrando que estes sistemas estdo intimamente ligados. Com
a proposta de se observar a possivel participacdo da desregulacdo tireoideana
induzida pelo OMC sobre o sistema imune, o registro de peso e a celularidade do
baco e timo foram realizados neste trabalho. O registro de peso de 6rgdos do
sistema imune como baco e timo revelou que o peso relativo (peso do 6rgéo
ajustado pelo peso corporal) do grupo OMC foi significativamente menor que os do
grupo 6leo de milho (grafico 5). Houve reducédo de aproximadamente 15% do grupo
OMC frente ao controle em relagdo ao peso relativo do timo enquanto que a reducao
do baco foi de aproximadamente 12% para ambos o0s sexos. No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas com relacdo ao numero de células totais do

timo e do baco do grupo OMC quando comparado ao controle negativo (grafico 6).
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Gréfico 5. A representa o peso relativo do timo e B o peso relativo do baco de ratos de
ambos o0s sexos no PN23. Dados sdo mostrados como média £+ EPM. N minimo = 20 por
grupo. Analise estatistica utilizada foi o teste t student (p < 0,0052) para o timo e (p < 0,0031)
para o baco. Diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*) para o timo e
p< 0,05; p<0,005 (**) para o bago.
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Gréfico 6. A representa a contagem de células do timo e B a contagem de células do bago de ratos
de ambos os sexos no PN23. Dados sdo mostrados como média £ EPM. N minimo = 16 por grupo
para timécitos e 19 por grupo para esplendécitos. Analise estatistica utilizada foi o teste t student
(timdcitos p < 0,5949; esplendcitos p < 0,3758). Diferengas foram consideradas significativas
guando p< 0,05 (*).
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4.7 - AVALIACAO DE ANSIEDADE

O teste do labirinto em cruz elevado visa investigar alteracfes
comportamentais de ansiedade ocasionadas pela exposicdo ao OMC durante a
amamentacao. Neste teste foi observado que os animais de ambos os sexos do
grupo OMC tendem a ficar mais tempo no brago aberto como pode ser observado no
grafico 7. Essa diferenca foi estatisticamente significativa com relacdo aos animais
do grupo 6leo de milho. A diferenca foi de 166,7% aproximadamente e o resultado é
um indicativo que o OMC diminuiu a ansiedade dos roedores.

Gréfico 7. Teste do labirinto em cruz
elevado. Dados sédo mostrados como
média + EPM. N minimo = 5 por
grupo por sexo. Andlise estatistica
utilizada foi o teste t student (p <
0,008). Diferencgas foram
consideradas significativas quando
p< 0,05 (*).
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4.8 - ATIVIDADE LOCOMOTORA

O teste do campo vazado foi utilizado com o objetivo de investigar a atividade
locomotora. Neste teste observamos que animais do grupo OMC de ambos 0s sexos
apresentaram maior atividade locomotora que os do grupo 6leo de milho. Essa
diferenca foi estatisticamente significativa. As fémeas do grupo OMC deslocaram-se
30% mais que o0 grupo Oleo de milho enquanto que os machos 57,14%
aproximadamente. Podemos observar, pelo grafico 8 que este efeito foi mais
pronunciado em machos do que em fémeas, peladiferenca no ndmero de
guadrantes percorridos. O fato dos animais do grupo OMC terem se deslocado mais

gue o grupo controle revela um perfil de hiperatividade.

Fémeas Machos
; 2001
_ 200 A R B
: : :
~ i Faras
= 150 = 1907
= =
2 i
= 100 o 1007
£ i i
= = i
E 504 -E A0 e
E 804  |eeee.e....y pHEmDmmmmmG g 804 fraireeees
a g i
= T R I
0 0
Co OMC co OMC

Gréfico 8. Teste do campo vazado. A representa a deambulac@o das fémeas e B a deambulagao
dos machos. Dados sdo mostrados como média + EPM. N minimo = 5 por grupo por sexo.
Analise estatistica utilizada foi o teste t student (machos p<0,001; fémeas p= 0,023). Diferencas
foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*); p<0,005 (***).
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4.9 - MEMORIA E APRENDIZADO

O teste do labirinto aquético tem como propdsito avaliar alteragbes cognitivas,
ou seja, memoria e aprendizado. Nos 4 primeiros dias de teste, foi observado que
nao existem diferencas entre os animais do grupo OMC de ambos os sexos frente
ao controle evidenciando assim que os roedores dos dois grupos adquiriram
memoria durante esta etapa do teste (grafico 9: A e B). No 5° e ultimo dia de
avaliacdo, com a realizacdo do teste propriamente dito, foi observado que nao
existiram diferencas significativas entre os roedores de ambos 0s sexos do grupo
OMC versus o grupo 6leo de milho como € mostrado no gréafico 9: C. Quanto mais
tempo o animal fica no quadrante onde se situava a plataforma que foi removida,

mais memoria o animal apresenta. As fémeas do grupo Oleo de milho
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0S machos durante a etapa de
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permaneceram 22,5% do tempo no quadrante onde situava a plataforma contra
27,5% do grupo OMC. Enquanto que nos machos esses valores foram invertidos,
27,5% do grupo 6leo de milho contra 22,5% do grupo OMC.



52

5 - DISCUSSAO

Atualmente os estudos sobre os mecanismos de acéo do filtro solar octil
metoxicinamato sdo muito escassos na literatura. Além disso, o numero de trabalhos
gue o associa a desregulacéo tireoideana é muito limitado. Agregado a esse fato, 0s
estudos realizados pela comunidade cientifica usam comumente ratas
ovarioctomizadas como modelo de hipotireoidismo, e este modelo ndo contempla
outras importantes populacdes que devem ser estudadas. Os filhotes em fase de
amamentacao representam um grupo potencialmente vulneravel a toxidade dessa
substancia. Nossos achados indicam que o OMC é capaz de reduzir T4 total e
atraso no neurodesenvolvimento no periodo lactacional, sem, contudo promover
alteracdes de memoria e aprendizagem na vida adulta. Além disso, o OMC foi capaz
de induzir alteracbes em orgdos linfoides e mudancas comportamentais como

hiperatividade e reducdo da ansiedade nos animais.

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

animais da dose de 500 mg/kg/dia ndo foram a ébito.

Nossos dados demonstram que doses superiores a 500 mg/kg/dia sdo letais
para os roedores, mas tal fato é evidente apenas para animais recém nascidos, pois
alguns trabalhos usando tais doses em ratos adultos, ndo apresentaram a letalidade
como desfecho. Schneider e colaboradores (2005) ndo observaram morte dos
roedores com a administracdo de 1000 mg/kg/dia de OMC assim como Klammer e
colaboradores (2007) usando a mesma dose e Axelstad e colaboradores (2011) com
as doses de 750 e 1000 mg/kg/dia. Isto sugere que os lactentes sao mais
vulneraveis ao OMC em doses superiores a 500 mg/kg/dia uma vez que a letalidade
€ um indicativo de maior toxidade para os roedores nesta idade. No entanto, ndo se

sabe ao certo o motivo pelo qual os animais morrem. Distlrbios na tiredide no
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periodo pos-natal poderiam explicar o percentual de sobrevivéncia, pois se a
mortalidade estiver correlacionada com a caréncia dos hormoénios tireoideanos, a
suplementacdo dos mesmos evitaria a morte da prole, ou seja, T4 exerceria um
efeito protetor. No entanto para confirmar tal hipotese é preciso realizar um estudo
complementar suplementando com T4 total roedores expostos ao OMC para verificar

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

Uma vez estabelecida a dose, e com o intuito de avaliar se a exposi¢cédo ao
OMC, administrado durante a lactacdo, causaria danos no desenvolvimento, o
registro de peso corporal da prole foi obtido diariamente uma vez que a avaliacdo do
ganho poderia ser uma importante ferramenta para observar se a dose adotada no
estudo foi adequada. Ou seja, caso os animais do grupo filtro solar ndo ganhassem
peso durante o desenvolvimento, isso seria um indicativo da elevada toxidade da

substancia teste.

Foi observado em nossos experimentos que a exposicdo da prole no periodo
lactacional ao filtro solar OMC na dose escolhida, foi capaz de reduzir
significativamente o ganho de peso com relacdo aos animais do grupo controle
negativo. Este efeito provavelmente ocorreu em funcdo da reducao do T4 total, ja
gque os horménios tireoideanos tém papel chave para o crescimento e
desenvolvimento 0sseo. A reducdo do crescimento é uma consequéncia da
hipotiroxinemia desenvolvimental j& demonstrada na literatura (AKAIKE et al., 1991;
KOBAYASHI et al., 2005; GILBERT e SUI., 2006 e NODA et al., 2005). Nossos
dados estdo de acordo com Axelstad e colaboradores (2011) que observaram que a
administracdo de 500 mg/kg/dia de OMC por via oral em ratas Wistar do dia
gestacional 6 ao pés-natal 17 gerou uma diminuicdo estatisticamente significativa no
ganho de peso da prole em periodos especificos como no PN7 e no PN14. Embora
a administracdo do OMC néo tenha sido realizada diretamente na prole, e sim
indiretamente através do leite materno, a interferéncia materna na transferéncia da
substéancia para os filhotes pode ter sido um atenuante, uma vez que parte do filtro
solar provavelmente foi metabolizada e/ou distribuida para outros tecidos da mée e
consequentemente minimizou os efeitos no ganho de peso dos filhotes o que torna

os efeitos do nosso ensaio sobre a prole, mais severos, jA que 0S mesmos
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receberam a substancia diretamente sem a interferéncia maternal no processo. Por
outro lado, a exposicdo fetal pode também ter ocorrido, uma vez que a mae
comecou a ser exposta a partir do GD7, levando a uma exposi¢cdo mais prolongada

da prole.

Além disso, é importante ressaltar também que o efeito gerado nas fémeas
em nosso estudo foi mais severo do que nos machos uma vez que estes recobraram
0 peso nos 3 ultimos dias de exposicao, fato que também foi observado por Axelstad
e colaboradores (2011), que observaram que o peso das fémeas foi afetado desde o
nascimento até o PN50, fato este que provavelmente ocorreu devido a exposicao

pré-natal ao OMC.

Apbs o registro diario de peso corporal dos animais durante o periodo
lactacional, continuamos a registrar o ganho de peso no periodo pds-desmame uma
vez por semana até que os roedores chegassem a vida adulta as vésperas de serem
submetidos aos testes comportamentais. A importancia desta observag¢do continua
no ganho de peso corporal sinaliza se as alteracdes ocorridas sobre o peso no
periodo lactacional induzidas pela administracdo de OMC seriam persistentes ao
longo do desenvolvimento até chegar a vida adulta, fato este que nédo foi observado
em nossos experimentos, uma vez que a interrupcao da exposicdo dos roedores ao
filtro solar no periodo p6s-desmame fez com que a reducédo do ganho de peso fosse
revertida e consequentemente os roedores que foram expostos ao OMC durante o
periodo lactacional conseguissem se equiparar aos do grupo 6leo de milho.

Se o0 ganho de peso estiver correlacionado a queda dos hormdnios
tireoideanos, provavelmente a interrupcdo da exposicao restabeleceu a funcédo da
glandula tiredide e consequentemente o ganho de peso corporal desses animais. No
entanto para confirmar tal hipdtese € preciso realizar a dosagem de T4 total no
periodo pds-desmame para verificar se o déficit desse hormonio foi persistente ou
revertido com a interrupcdo da exposicdo ao OMC. Se a redugéo for persistente
provavelmente o ganho de peso corporal é independente dos horménios
tireoideanos, ja que, mesmo com a caréncia destes 0s animais recuperaram 0 peso.
Com isso existe a possibilidade de outro mecanismo, que ndo envolva os horménios

tireoideanos envolvido no ganho de peso corporal destes animais e caso a reducao
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dos horménios tireoideanos seja revertida no periodo pés-desmame reforca a
hipétese de que o fator causal para 0 menor ganho de peso corporal dos ratos do
grupo OMC frente ao controle seja dependente dos horménios tireoideanos. A
dosagem de T4 total apés o desmame no periodo em que houve a recuperagédo do
peso dos animais sera imprescindivel para verificar o papel do horménio tireoideano
sobre 0 ganho de peso pds-desmame. Contudo podem existir multiplos mecanismos
envolvidos neste processo e por conta disso ndo podera ser atribuida com certeza,

Unica e exclusivamente responsabilidade a glandula tiredide por tais efeitos.

Essa reversdo que observamos no ganho de peso pos desmame diverge de
Axelstad e colaboradores (2011), que demonstraram que ratas gestantes adultas
expostas ao OMC na dose de 500 mg/kg/dia do GD7 ao PN17 interferem
significativamente no ganho de peso da prole nos dias pos-natal 63, 119, 154, 175 e
245. Provavelmente isto ocorreu devido ao periodo de exposicao ter sido maior, ou
ainda pelo fato da exposicéo ter sido via placenta e leite materno. Além disso, pode
ter havido interferéncia da mé&e sobre a prole. Seidlova-Wuttke e colaboradores
(2006) ao administrarem 50 ou 250 mg de OMC a cada 20 g de racdo diariamente,
em ratas adultas ovarioctomizadas bilateralmente, por 14 dias observaram que, as
duas doses diminuiram significativamente o ganho de peso frente ao grupo controle.
Contudo, é preciso ressaltar que os dois trabalhos apresentam modelos diferentes
dos nossos, bem como janelas do desenvolvimento divergentes das que

observamos.

Uma vez que a literatura aponta o OMC como um potencial desregulador
tireoidiano e que os fenbmenos observados sobre o ganho de peso dos animais
poderiam em parte ser explicados por uma redugcédo destes hormonios, a dosagem
sérica de T4 total foi realizada, no dia do desmame, apés 18 dias de exposicao dos
animais lactentes ao OMC. Além do fato da hipotiroxinemia ser nosso objeto de
estudo, avaliar a exposicdo ao OMC numa janela do desenvolvimento nao explorada
na literatura revela se realmente o filtro solar em questao perturba o eixo tireoideano
e se essa alteracdo é similar a observada nos achados de outros grupos de

pesquisa usando outros modelos animais.
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Nossos resultados demonstraram que a administragdo de OMC no periodo
lactacional foi capaz de depletar significativamente os niveis séricos de T4 total,
demonstrando assim que nossos dados estdo de acordo com a literatura que tem
apontado o OMC como um desregulador tireoideano. Foi o que observaram
Klammer e colaboradores (2007) ao administrar 333 ou 1000 mg/kg/dia de OMC
durante 5 dias em ratas adultas ovarioctomizadas bilateralmente. Seidlova-Wuttke e
colaboradores (2006) observaram também reducédo de T4 total no mesmo modelo
animal, porém administrando 50 mg a cada 20 g de racdo ingerida pelas ratas
durante 14 dias de exposi¢cdo. Schmutzler e colaboradores (2004a) administrando a
mesma dose de OMC s6 que por um periodo mais longo, 12 semanas, observaram
o mesmo desfecho, pois os indices de T4 total foram significativamente menores
frente aos animais do grupo controle negativo. Além desses, Axelstad e
colaboradores (2011), usando um modelo mais semelhante com o0 que usamos em
Nosso experimento, ou seja, roedores que ndo sofreram intervengdo cirdrgica
(ovarioctomizacao), no qual as maes foram gavadas do GD7 ao PN17 com OMC nas
doses de 500, 750 e 1000 mg/kg/dia. Todas as doses foram capazes de diminuir
significativamente os niveis séricos de T4 total tanto nas mées quanto na prole.
Nossos dados em concordancia com a literatura revelam o OMC como potencial
desregulador enddcrino, e usando a quantificacdo de T4 total como endpoint, um

potencial desregulador do eixo tireoideano.

E sabido segundo Porterfield e colaboradores (1994) que os horménios
tireoideanos participam de etapas cruciais do neurodesenvolvimento e com a
finalidade de observar se a hipotiroxinemia induzida pelo OMC poderia levar a tais
alteracdes, usamos um parametro conhecido como abertura de olhos, muito
empregado na literatura para investigar atraso ou aceleracdo nos processos de
neurodesenvolvimento com base no dia poés-natal em que o0s animais abrem

completamente ambos os olhos.

A administracéo do filtro solar foi capaz de atrasar significativamente o dia em
gque a maioria dos animais que compdem esse grupo abrem totalmente os dois
olhos. Esse parametro é um marcador do neurodesenvolvimento muito empregado
na literatura (GOTTESFELD & SILVERMAN., 1990). E, portanto ele é um indicativo
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de que alteracdes cerebrais podem ter ocorrido nestes roedores. O atraso no dia da
abertura dos olhos provavelmente se deu em funcdo do quadro de hipotiroxinemia
induzido pela administracdo oral de OMC durante o periodo lactacional. No entanto
para confirmar tal hipétese € necessario suplementar com T4 os roedores que
receberam OMC a fim de verificar se a reposicdo hormonal é capaz de atenuar ou
extirpar o atraso desencadeado pela administragdo do filtro solar. Eayrs e
colaboradores (1963) observaram que ao induzir um quadro de hipertiroxinemia em
ratos com injecbes de T3, era capaz de antecipar o dia em que esses roedores
abriam os olhos, uma vez que 0s animais expostos ao hormoénio tireoideano abriam
os olhos precocemente quando comparados aos animais do grupo controle. Em
contrapartida € esperado que animais com hipotiroxinemia abram os olhos mais
tardiamente. E o que foi observado por Gottesfeld & Silverman (1990) com quem
nossos resultados estdo de acordo. Este grupo de pesquisa induziu o
hipotireoidismo perinatal em filhotes através da administracdo de alcool em ratas
gravidas e puderam observar que a prole apresentou atraso na abertura de olhos.
Para confirmar esta hipotese os filhotes receberam precocemente suplementacao
com trilodotironina que reverteu o atraso na abertura de olhos induzido pelo quadro
de hipotireoidismo.

Os hormdnios e neurotransmissores exercem papel chave na regulagcao
homeostética da imunidade. Contudo, a correlacdo entre o sistema imune e a
glandula tiredide ndo € muito explorada na literatura em individuos saudaveis. Os
achados focam-se essencialmente no estudo de populacdes clinicamente afetadas
por distlrbios na glandula tiredide (PALMBLAD et al., 1981; NAKANISHI et al.,
1991; COVAS et al., 1992; MARIOTTI et al.,, 1992; KRETOWSKI et al., 1999;
BOSSOWSKI et al., 2003). No entanto Fabris e colaboradores (1995) ja observaram
que os HT’s participam na linfopoiese primaria e secundaria. Portanto observamos
os efeitos desencadeados pela desregulacéo tireoideana induzida pelo OMC sobre o
sistema imune, visando confrontar nossos resultados com estudos que demonstram
essa relacdo dos HT s sobre os 6rgéos linfoides. Para isso ap0s o fim da exposi¢cédo
dos animais ao OMC no PN23, os animais foram eutanasiados e procedemos com a
avaliacdo do peso relativo do timo dos animais, obtendo com isso a informacéao de

gque a exposi¢cdo ao OMC diminuiu significativamente o peso relativo do timo desses
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roedores quando comparados aos animais do grupo Oleo de milho. Nossos
resultados estdo de acordo aos de Johnson e colaboradores (2012) que observaram
que ratos adultos tireoidoctomizados apresentavam reducao significativa do peso
relativo do timo 60 dias apds o procedimento. A hipétese para tal alteracdo, é que a
redugdo dos HT’s interfere com o0s niveis dos corticoides, que sdo capazes de
promover acbes no timo, através dos receptores de glicocorticoides, que estdo
expressos neste o6rgdo. Estudos mostram que o tratamento de roedores com
corticosterona ou elevados niveis de glicocorticoides resultam na atrofia do timo por
estimularem a apoptose (KARATSOREQOS et al., 2010).

Portanto seria necessario realizar um estudo complementar para avaliar se a
exposicdo dos roedores ao OMC em nosso trabalho altera os niveis de
glicocorticoides bem como possivel inducdo da morte celular por apoptose que
justificariam a reducdo significativa do peso relativo do timo. Para investigar tal
hipotese serd necesséario analisar mais profundamente 0s potenciais processos
apoptoéticos envolvidos no timo pela administracdo de OMC no periodo lactacional

bem como os niveis de corticoides dos roedores.

Seguindo a mesma linha, a observacdo de orgdos linfoides secundarios,
revelou que a exposicdo ao OMC diminuiu significativamente o peso relativo do baco
desses roedores quando comparados aos animais do grupo 6leo de milho. Nossos
resultados estdo de acordo com Cano-Europa e colaboradores (2011) que
observaram que ratos com hipotireoidismo induzido por Metimazol apresentaram
uma reducéo significativa no peso relativo do baco. Uma possivel explicacao para tal
fato € que foi observado que os animais com hipotireoidismo apresentaram aumento
no indice apoptético e na expressdo da caspase 3, enzima também envolvida no
processo de apoptose. Portanto o aumento do processo de morte celular por

apoptose poderia justificar a diminuicdo do peso relativo do baco.

Uma questao importante a ser ressaltada € que as caspases sao ativadas por
varios mediadores quimicos, inclusive os hormonios tireoideanos (HERMESH et al.,
2000). Logo a inducédo da hipotiroxinemia pela exposicdo ao OMC supostamente
poderia a vir interferir na expressao dessa enzima e consequentemente na morte

celular por apoptose que explicaria a redugéo do peso do baco.
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Além da avaliagdo do peso dos 6rgédos, realizarmos a contagem total de
células para verificar se o0 OMC interfere na quantidade de células presentes no
orgao. Nossos resultados ndo apresentaram alteracfes significativas no numero de
células do timo dos animais do grupo OMC quando comparados aos do grupo 6leo
de milho. Estudos demonstram que o aumento nas concentracbes dos hormonios
sexuais acarretam alteracbes na celularidade do timo justamente por indugéo da
morte celular por apoptose dos timécitos (MCMURRAY et al., 2000). E é sabido que
o filtro solar OMC apresenta atividade estrogénica demonstrada por Schlumpf e
colaboradores (2004), que embora ndo tenha sido o foco do nosso trabalho,
explicaria alteracbes na contagem de células do timo que ndo encontramos no

nosso estudo.

O numero de animais usados em nosso experimento talvez ndo tenha sido
substancial para que uma possivel alteracdo na contagem de células ficasse
evidente. Aumentar o valor amostral pode evidenciar alteracdo na contagem celular.
Além disso, é preciso investigar o possivel processo apoptético induzido pela

administracdo de OMC sobre as células do timo.

Assim como o observado em relagdo ao timo, ndo observamos alteracbes
significativas no niamero de células do baco dos animais do grupo OMC quando
comparados aos do grupo Oleo de milho. Esses dados sdo conflitantes aos de
Windnill e colaboradores (1998) que observaram que roedores castrados e
consequentemente mais susceptiveis a danos na tiredide apresentaram um aumento
no numero de linfocitos B justificado por um provavel aumento na linfopoese B na
medula dssea. Para confirmar tal hipétese precisariamos realizar um estudo
complementar para verificar se a exposicdo ao OMC no periodo lactacional
desencadeia alguma alteracdo em populacbes celulares especificas do baco,
embora ndo observamos alteracdes no numero de células totais deste 6rgdo. A
estratificacdo na contagem das células do 6rgéo linfoide secundario ofereceria um
panorama mais confiavel sobre alteracbes em populacdes celulares especificas.
Além disso, assim como no timo talvez fosse necessario aumentar nosso valor
amostral para observar alguma mudancga na contagem celular e consequentemente

diminuir nosso erro e fatores de incerteza.
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Por fim os animais foram acompanhados até a vida adulta para serem
submetidos a testes comportamentais. Dentre eles, os roedores foram avaliados em
testes de ansiedade. Estudos correlacionam distirbios na glandula tiredide com
estado comportamental de ansiedade e depressdao (DEMET et al, 2002;
GUIMARAES et al., 2009). Na tentativa de investigar alteracbes nesse processo,
realizamos o teste comportamental do labirinto em cruz elevado em ratos na vida
adulta para verificar se os danos gerados na amamentacdo se refletem na vida

adulta dos roedores expostos ao filtro solar OMC.

Nossos resultados demonstraram que a exposicao dos roedores de ambos 0s
sexos no periodo lactacional ao OMC desencadeou um efeito ansiolitico na vida
adulta uma vez que os animais do grupo filtro solar visitaram significativamente mais
vezes 0s bracos abertos no labirinto em cruz elevado quando comparados aos
animais do grupo 6leo de milho. Os animais naturalmente tendem a querer ficar mais
tempo nos bracos fechados, local onde estdo menos vulneraveis e se sentem mais
seguros (PELLOW, et al., 1985). O teste em si revela um paradigma de esquiva e
aproximacédo dos bracos abertos potencialmente vistos como perigosos, no entanto
os roedores gque receberam o filtro solar entravam mais vezes nesses bragcos o que
sugere que o OMC diminuiu a ansiedade dos ratos deste grupo. E preciso confirmar
se tal comportamento observado do grupo OMC no teste de ansiedade ocorreu em
funcdo do quadro de hipotiroxinemia induzido na amamentagcdo ou se por outro
mecanismo. Para confirmar tal hipotese sera necessario suplementar os animais do

grupo OMC com T4 total e observar se os resultados persistem.

Esses dados sdo confltantes aos de Dias e colaboradores (2012) que
observaram que a exposicao oral por 3 meses de ratas adultas ao metimazol, uma
droga capaz de induzir o hipotireoidismo, aumentava significativamente o nimero de
entradas nos bracos fechados ja no primeiro més de administracdo das substancia.
Ou seja, o0 metimazol apesar de também desencadear um quadro de
hipotiroxinemia, ao contrario do OMC se mostrou ansiogénico. E importante salientar
que o efeito do hipotireoidismo induzido nos roedores submetidos ao teste do

labirinto em cruz elevado pode ser diferente dependendo da substancia usada bem
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como a faixa etaria em que o teste foi executado (SALA-ROCA et al., 2002; REIS-
LUNARDELLI et al., 2007).

Alguns trabalhos associam comprometimentos na glandula tiredide com
hiperatividade (AXELSTAD et al., 2008). Com o intuito de checar alteracbes nesse
processo, realizamos o teste comportamental do campo vazado em ratos na vida
adulta para verificar se os danos gerados no periodo lactacional se refletiam na vida
adulta dos roedores expostos ao filtro solar OMC.

Pudemos observar em nossos experimentos que 0S animais expostos ao
OMC no periodo lactacional, locomoviam-se mais do que os animais do grupo 6leo
de milho no teste do campo vazado. Isso ocorreu tanto nos machos quanto nas
fémeas. As fémeas geralmente sdo mais ativas que os machos, locomovendo-se
mais no ambiente disponivel. O maior deslocamento de ambos os sexos de
roedores do grupo OMC sugere entdao um perfil de hiperatividade que pode ter sido
condicionado pela caréncia dos hormoénios tireoideanos desencadeada durante a
amamentacao. No entanto, para confirmar tal hipotese € preciso verificar através de
um estudo complementar se a reposicdo com T4 total é capaz de reverter ou
atenuar a hiperatividade dos roedores supostamente desencadeada pelo quadro de
hipotiroxinemia induzido no periodo lactacional. Nossos resultados sao conflitantes
aos de Axelstad e colaboradores (2011) que observaram que ratos expostos ao
OMC do dia GD7 ao PN17 nas doses de 500, 750 e 1000 mg/kg/dia ndo exibiram
um perfil de hiperatividade ao realizarem um teste de atividade locomotora em
caixas com fotocélulas que registravam o deslocamento. O teste foi realizado em
duas idades diferentes, PN63 e PN119. No pds-natal mais recente foi observado que
0os machos do grupo OMC nao apresentavam diferencas significativas com relacao
aos controles enquanto que as fémeas da dose de 750 e 1000 mg/kg/dia eram mais
hipoativas que as fémeas do grupo controle. JA no PN119 foi observado que os
machos OMC da dose de 750 mg/kg/dia locomoviam-se significativamente mais que
0s controles enquanto que as fémeas apenas da dose de 1000 mg/kg/dia eram mais
hipoativas que as do grupo controle. Entdo nossos resultados estiveram de acordo
apenas no PN119 na dose de 750 mg/kg/dia nos machos que apresentaram

hiperatividade. No entanto € preciso levar em consideragédo que a dose administrada
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€ maior que a que foi usada em nossos experimentos. A divergéncia entre nossos
resultados pode ser explicada por outras variaveis como o tempo de execucdo do
teste ja que nossos ensaios foram realizados em 5 minutos por animal enquanto de
Axelstad foi de 30 minutos. Além disso, o tempo de exposicdo e a forma de
exposi¢cdo, podem ter influenciado nos resultados, jA& que em nossos estudos a prole
foi exposta diretamente ao OMC enquanto que no outro trabalho os filhotes foram
expostos via materna. Outra variavel importante a ser considerada € a idade dos
animais ao serem submetidos ao teste. Em nossos ensaios os roedores foram
submetidos ao teste do campo vazado no PN91 e nos de Axelstad e colaboradores
(2011) no PN63 e 119. Talvez tenhamos observado a hiperatividade por ter testado
0s animais num periodo pés-natal que fica justamente compreendido entre os pos-
natais adotados pelo outro grupo de pesquisa, podendo o efeito da hiperatividade ter
sido mascarado. O que foi convergente com relacdo nossos resultados € que 0s
machos tanto do grupo OMC quanto do grupo controle se locomovem menos do que

as fémeas.

Vérios estudos tem direcionado o papel das desordens tireoideanas sobre
aspectos cognitivos indicando principalmente que o hipotireoidismo desencadeia
comprometimentos neurocomportamentais (ZOELLER & CROFTON, 2005). A fim de
estudar esse processo, submetemos nossos ratos ao teste comportamental do
labirinto aquético de Morris, usado para avaliar memoéria e aprendizagem. Neste
modelo, pudemos observar que durante a etapa de aquisicdo de memdria, ou seja,
nos quatro primeiros dias de teste, ndo existiu diferencas significativas entre os
roedores do grupo controle e OMC de ambos os sexos. E importante salientar que
ambos o0s grupos de exposi¢cdo vieram diminuindo o tempo para encontrar a
plataforma de escape ao longo dos dias de teste o que reforca ainda mais que o

filtro solar em questdo ndo desencadeou alteracdes na aquisicdo memaria espacial.

No quinto e ultimo dia de teste também ndo foram observadas diferencas
significativas entre os animais do grupo OMC versus 6leo de milho de ambos os
sexos. Nesta etapa mesmo sem a plataforma foi possivel observar que os roedores
tanto do grupo OMC quanto do grupo 6leo de milho nadavam no quadrante onde a

plataforma de escape se situava nos quatro primeiros dias de teste. A etapa de
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aquisicdo de memoria se mostrou eficaz uma vez que no dia do teste propriamente
dito, os roedores tendiam a nadar em circulos no quadrante onde a plataforma se
encontrava, buscando insistentemente a mesma. Ao que tudo indica o quadro de
hipotiroxinemia induzido pelo OMC no periodo lactacional ndo foi severo o bastante
para desencadear alteracbes cognitivas na vida adulta. O que ndo quer dizer que
essas alteragbes ndo existiram. Talvez se os testes comportamentais fossem
realizados logo apdés o desmame, alteracbes em memoéria e aprendizado poderiam
se manifestar. Outra hipétese é que os 5 dias de teste ndo foram suficientes para
captar alteragcbes neurocomportamentais. Portanto, a hipotiroxinemia sutil induzida
pelo OMC, a idade dos roedores em que os teste foi realizado, bem como o tempo
de avaliacdo podem justificar o porqué de ndo termos observado alteracbes

cognitivas no teste do labirinto aquatico de Morris.

Uma analise importante a se fazer é a dosagem dos niveis séricos de T4 total
dos roedores na vida adulta ap0s a exposi¢cdo no periodo lactacional ao OMC. Essa
avaliacdo revelard se a reducdo de T4 total observada no periodo lactacional foi
revertida ou permaneceu na vida adulta e se essa possivel normalizacdo dos niveis
de T4 na vida adulta poderiam estar correlacionados com os resultados nos testes
comportamentais. Essa informacao € relevante, pois o resultado observado no teste
do labirinto aquatico de Morris pode ter ocorrido pelo fato de os animais terem se
recuperado e consequentemente restabelecido a glandula tiredide. Se nédo, se a
reducao for persistente € possivel sugerir que a hipotiroxinemia induzida pelo filtro

solar n&o foi severa a ponto de gerar alteragdes cognitivas.

Esses achados divergem dos de Axelstad e colaboradores (2011) que
observaram que a administracdo de OMC do GD7 ao PN17 foi capaz de melhorar a
memoéria apenas dos machos das doses de 500 e 1000 mg/kg/dia. O teste usado foi
o labirinto radial por 21 dias na vida adulta e nele foi observado que os machos do
grupo OMC nas doses informadas realizavam menos erros que 0s animais do grupo
controle negativo para cumprir a tarefa. Talvez a sensibilidade e o tempo de
avaliacdo dos animais foram determinantes para observar o favorecimento dos
animais do grupo OMC no teste comportamental em questdo. Contudo, outros

trabalhos como os de Akaike e colaboradores (1991), Axelstad e colaboradores
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(2008) e Noda e colaboradores (2005) observaram que o hipotireoidismo induzido
por uma droga anti-tireoideana conhecida como propiltiouracil era capaz de
comprometer significativamente esses roedores em testes de memoria e

aprendizagem.

Nossos resultados também foram conflitantes aos de Dias e colaboradores
(2012) que submeteram ratas fémeas adultas por via oral ao metimazol por trés
meses. O metilmazol assim como o propiltiouracil € uma droga antitireoideana e
como tal é um controle positivo para o hipotireoidismo. Foi observado que no 3° més
de realizacdo do teste do labirinto aquatico de Morris, as ratas com hipotireoidismo
ficavam menos tempo no quadrante onde a plataforma de escape de escape se
encontrava durante a etapa de aquisicdo. J& na etapa de aquisicdo de memodria nao
houve diferencas significativas entre os grupos de exposicédo. Esses resultados séo
concordantes com diferentes modelos animais que correlacionam o hipotireoidismo
com disfungbes cognitivas (TONG et al., 2007; WILCOXON et al.,, 2007; REIS-
LUNARDELLI et al., 2007). Contudo como ja discutido anteriormente, todos estes
trabalhos avaliaram os animais imediatamente apds o fim da exposicdo ao OMC,
nao avaliando, como no nosso caso, a provavel existéncia de dano persistente a
esta exposicdo, além de avaliarem diferentes janelas do desenvolvimento e

diferentes formas de exposi¢cédo ao OMC.
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6 - CONCLUSAO

Foi evidenciado que a administracdo de OMC no periodo lactacional reduziu
0s niveis de T4 total e que essa alteracdo pode estar relacionada a parametros
desenvolvimentais como abertura de olhos e ganho de peso corporal bem como a
alteracéo no peso relativo do timo e do baco. Além disso, a exposicdo dos lactentes
no periodo lactacional gerou alteragcdes neurocomportamentais na vida adulta como
reducdo da ansiedade, aumento da atividade locomotora, mas sem alterar memoria

e aprendizagem.

Estes dados apontam para uma necessidade de maiores estudos acerca das
acOes desencadeadas pelo OMC durante a infancia e servem de alerta para o uso
dos filtros UV quimicos em individuos pertencentes a grupos vulneraveis a esta

exposicdo, como € o caso das criangas.

Além disso, nossos dados servem de ferramenta no tocante a vigilancia
sanitaria para que as autoridades regulatérias revejam a cerca da seguranca de

produtos que contenham filtros solares como octil metoxi cinamato.
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7 - PERSPECTIVAS

Investigar melhor o papel dos hormonios tireoideanos nos diversos
parametros observados através de um estudo complementar utilizando um grupo

exposto ao OMC que receba reposicao de T4.

Realizar os testes comportamentais imediatamente apds o desmame a fim de
observar se alteracdes cognitivas que ndo apareceram na vida adulta podem se

manifestar logo ap6s o desmame.

Realizar a histologia do cérebro dos roedores expostos ao OMC para

investigar alteragdes morfofuncionais.

Avaliar marcadores de apoptose e morte celular em timécitos e esplendcitos
para investigar se sdo 0s responsaveis pelas alteracbes nos O6rgdos do sistema

imune.

Quantificar o TSH na hipéfise e o TRH no hipotalamo para estudar melhor as

acOes do OMC sobre o eixo tireoideano.

Quantificar a expresséo de enzimas hepaticas envolvidas no metabolismo dos

hormoénios tireoideanos.
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