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RESUMO

Atualmente ha evidéncias sugerindo uma relagdo entre poluicdo atmosférica e
homeostase energética. No entanto, sdo poucas as pesquisas cientificas sobre o
que cada poluente provoca isoladamente. Essa tese de doutorado foi elaborada com
o objetivo de investigar os efeitos da exposigdo subcrdnica ao poluente quimico
atmosférico 1,2-naftoquinona (1,2-NQ), proveniente da combustdo do diesel, em
baixa concentragao, sobre a inflamagao no tecido adiposo branco e o desequilibrio
da homeostase energética, verificando também o papel dos receptores TNFR1 e
TLR4 nesse processo. Camundongos machos C57BL/6J e knockouts para o
receptor 1 do fator de necrose tumoral (TNFR1KO) e receptor do tipo toll 4
(TLR4KO), todos com 8 semanas de idade, receberam dieta padréao e foram
expostos por nebulizagdo ao veiculo do poluente (controle) ou a 1,2-NQ por 17
semanas, 5 vezes por semana, 15 minutos por dia e concentragdo de 10 yg/m?3 por
exposicao dentro da camara de 600 cm?. Nesse periodo foram analisados: massa e
a composicao corporal; ingestao alimentar; gasto energético; tolerancia a insulina;
tolerancia a glicose; percentual de macrofagos totais, M1 e M2 no tecido adiposo
epididimal. Nos camundongos C57BL/6J, a exposig&do subcrbnica a 1,2-NQ reduziu a
ingestado alimentar cumulativa e aumentou a intolerancia a glicose, a glicemia de
jejum no periodo de 12 horas e o percentual de macréfagos M1 no tecido adiposo
branco epididimal. Os organismos geneticamente modificados TNFR1KO e TLR4KO
permaneceram protegidos da redugcdo da ingestdo alimentar cumulativa, da
intolerancia a glicose e dos aumentos na glicemia de jejum e percentual de
macrofagos M1 observados no modelo experimental selvagem. De maneira
inesperada, todas as linhagens expostas a 1,2-NQ aumentaram o gasto energético

noturno e apresentaram maior tolerancia a insulina.

Palavras-chave: poluicdo atmosférica; diesel; MP2;s; 1,2-naftoquinona; inflamacgao;

tecido adiposo branco; homeostase energética; macrofagos.



ABSTRACT

Currently, there is evidence suggesting a relationship between air pollution and
energy homeostasis. However, the literature is unclear about the effects of each
pollutant by itself. This doctoral thesis was developed with the objective of
investigating the subchronic exposure effects to the atmospheric chemical pollutant
1,2-naphthoquinone (1,2-NQ), caused by low-concentration diesel combustion on the
white adipose tissue inflammation and energy homeostasis imbalance, also verifying
the role of TNFR1 and TLR4 in this process. C57BL/6J male mice and knockouts for
tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR1KO) and toll-like receptor 4 (TLR4KO), all at
8 weeks of age, received commercial standard diet chow and were exposed by
nebulization to the vehicle of the pollutant (control) or 1,2-NQ for 17 weeks, 5 times a
week, 15 minutes per day and 10 pg/m3 of concentration inside the 600 cm?
chamber. In this period, we analyzed: body mass; food intake; energy expenditure;
insulin tolerance; glucose tolerance; the percentage of M1 and M2 macrophages into
the epididymal adipose tissue. In the C57BL/6J mice, subchronic exposure to 1,2-NQ
reduced cumulative food intake and increased glucose intolerance, fasting glucose
for 12 hours, and the percentage of M1 macrophages in epididymal white adipose
tissue. Genetically modified organisms TNFR1KO and TLR4KO remained protected
from reduced food intake, glucose intolerance, increased fasting blood glycemia and
increased the percentage of M1 macrophages observed in the wild-type experimental
model. Unexpectedly, all lineages exposed to 1,2-NQ increased nocturnal energy
expenditure and showed higher insulin tolerance.

Keywords: Air pollution; diesel; PMzs; 1,2-naphthoquinone; inflammation; white

adipose tissue; homeostasis energy; macrophages.



RESUMEN

Actualmente hay evidencias que sugieren una relacion entre contaminacion
atmosférica y homeostasis energética. Sin embargo, son pocas las investigaciones
cientificas sobre lo que cada contaminante provoca aisladamente. Esta tesis de
doctorado fue elaborada con el objetivo de investigar los efectos de la exposicion
subcronica al contaminante quimico atmosférico 1,2-naftoquinona (1,2-NQ),
proveniente de la combustién del diesel, en baja concentracion, sobre la inflamacion
en el tejido adiposo blanco y el desequilibrio de la homeostasis energética,
verificando también el papel de los receptores TNFR1 y TLR4 en ese proceso. Los
ratones machos C57BL/6J y los knockouts para el receptor 1 del factor de necrosis
tumoral (TNFR1KO) y receptor del tipo toll 4 (TLR4KO), todos con 8 semanas de
edad, recibieron dieta estandar y fueron expuestos por nebulizacion al vehiculo del
contaminante (control) o a 1,2-NQ durante 17 semanas, 5 veces por semana, 15
minutos al dia y una concentracion de 10 pug/m? por exposicion dentro de la camara
de 600 cm?. En ese periodo fueron analizados: masa y la composicién corporal;
ingesta de alimentos; gasto energético; tolerancia a la insulina; tolerancia a la
glucosa; porcentaje de macrofagos totales, M1 y M2 en el tejido adiposo epididimal.
En los ratones C57BL/6J, la exposicion subcronica a 1,2-NQ redujo la ingesta
alimentaria cumulativa y aumentoé la intolerancia a la glucosa, la glucemia de ayuno
en el periodo de 12 horas y el porcentaje de macréfagos M1 en el tejido adiposo
blanco epididimal. Los organismos genéticamente modificados TNFR1KO y TLR4KO
permanecieron protegidos de la reduccién de la ingesta alimentaria acumulativa, de
la intolerancia a la glucosa, de los aumentos en la glucemia de ayuno y porcentual
de macrofagos M1 observados en el modelo experimental salvaje. De manera
inesperada, todos los linajes expuestos a 1,2-NQ aumentaron el gasto energético

nocturno y presentaron mayor tolerancia a la insulina.

Palabras clave: contaminacion atmosférica; diesel; MP25; 1,2-naftoquinona;

inflamacion; tejido adiposo blanco; homeostasis energética; macrofagos.
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1 INTRODUGAO

Devido ao aumento rapido da queima de combustiveis fosseis para a
geragao de energia e transporte, a poluicdo atmosférica destaca-se como o maior
fator de risco a saude em muitos paises desenvolvidos. Os niveis de poluentes em
muitas cidades do mundo frequentemente excedem os padrdes regulatérios atuais.
O material particulado (MP) é uma mistura de particulas liquidas e sélidas em
suspensao no ar. Sua composigao e tamanho dependem das fontes de emisséo (ALI
et al., 2018). Em geral, as particulas maiores tém diadmetros entre 2,5 e 30 ym e séo
chamadas de “grosseiras” (coarse mode), enquanto particulas menores apresentam
diametros inferiores a 2,5 ym e sdo chamadas de “finas” (fine mode). Os MPs
grosseiros sdo provenientes de combustdes descontroladas, dispersdo mecanica do
solo ou de outros materiais da crosta terrestre e contém em maior grau silicio, titanio,
aluminio, ferro, sédio e cloro. Os MPs finos sdo derivados da combustdo de fontes
moveis e estacionarias, como automéveis, incineradores e termoelétricas. Entre
seus principais componentes encontram-se o carbono, chumbo, vanadio, bromo e os
oxidos de enxofre e nitrogénio (BRAGA et al., 2001).

Segundo Block e Calderon-Garciduenas (2009), os materiais particulados
com dimensdes inferiores a 2,5 pym (MP25) podem acessar o organismo
principalmente por via alveolar e pelo bulbo olfatério. No bulbo olfatério, o MP25 e os
materiais particulados ultra finos (MPUF) podem acessar diretamente o cérebro,
sendo estes poluentes reconhecidos pelas micréglias que os fagocitam e produzem
citocinas pro-inflamatérias no parénquima cerebral, causando neuroinflamacgao. Os
mesmos autores ainda relatam que cronicamente esse processo mediado pelas
micréglias recebe o0 nome de microgliose reativa e libera principalmente interleucina
1 beta (IL-1B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e espécies reativas de oxigénio
(EROs), tratando-se assim, de um quadro de neurotoxicidade causado por poluicdo
atmosférica (BLOCK; CALDERON-GARCIDUENAS, 2009).

O MP25 € apontado como uma convengdo de poluentes mais
frequentemente relacionada com danos a saude, principalmente por atingir as vias
respiratorias inferiores, onde ocorrem as trocas gasosas no pulmao (ALl et al.,
2018). Nas porcbes mais distais das vias aéreas, o MP25 é fagocitado pelos
macrofagos alveolares, sendo entdo removido pelo sistema linfatico numa exposi¢ao

aguda, porém na exposi¢cado subcrbnica ao MP25 ocorre o comprometimento dessa
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resposta imune inata mediada por macrofagos alveolares com subsequente
inflamacéao dos alvéolos, permitindo assim a translocagcado do MP25 para a circulagéao
sistémica (LUO et al.,, 2017). Esses efeitos induzem varias respostas celulares
imunitarias inatas e adaptativas, incluindo a liberagao de citocinas pro-inflamatdrias.
Elevagbes nas concentragdes sistémicas e pulmonares de interleucina 6 (IL-6) e do
TNF-q, tipicamente correlacionadas com inflamacéo pulmonar, tém sido observadas
em humanos apds a exposigcao cronica ao MP (LI; ZHOU; ZHANG, 2018). A via
alveolar de inflamagao por MP25, consiste num processo subcrénico de exposigao
com possivel translocagdo desses poluentes particulados na corrente sanguinea,
existindo entdo a entrada de citocinas pro-inflamatérias e MP25 proveniente da
inflamacado pulmonar que atingem diversos 6rgaos e tecidos, podendo causar
desequilibrio da homeostase energética. (AN et al.,, 2018; BLOCK; CALDERON-
GARCIDUENAS, 2009; USTULIN et al., 2018).

Atualmente, a poluicdo atmosférica, principalmente devido ao MP2;5 tem
sido descrita como capaz de alterar a massa corporal, ingestao alimentar e gasto
energético, podendo ter relagdo com doengas metabdlicas (AN et al.,, 2018; DA
SILVEIRA et al., 2018; MAZIDI; SPEAKMAN, 2017; USTULIN et al., 2018). Em
recente revisdo sistematica de 66 relatos de associacéo entre poluicdo atmosférica e
peso corporal, 44% obtiveram associacdo positiva, 44% associacdo nula e 12%
associagao negativa, sugerindo que dependendo do tipo e concentragédo dos
poluentes pode haver diferentes respostas e adaptagdes na massa corporal total
(AN et al.,, 2018). Nesse sentido, um estudo com camundongos submetidos a 5
meses de exposicdo ao MP25 concentrado acima dos valores aceitos (52,1 pug/m?3),
houve manutengao do peso corporal com redugao da ingestao alimentar, sugerindo
queda no gasto energético devido a redugdo da proteina de desacoplamento 1
(UCP1) observada no tecido adiposo marrom (HU et al., 2017). Outra pesquisa
realizada em camundongos mostrou que alteragdées de peso corpoéreo resultantes da
exposicao a exaustdo do diesel foram associadas a neuroinflamacdo em areas
relacionadas a cognicdo e emogao, sugerindo que a poluicdo atmosférica pode
alterar a homeostase energética via sistema nervoso central (BOLTON et al., 2012).

O hipotalamo é considerado como regido integradora dos sinais neurais,
hormonais e nutricionais para que haja o controle da fome e da saciedade
(ELMQUIST; SCHERER, 2012). A poluicdo atmosférica pode alterar a resposta
hormonal ao estresse devido a sua acédo no sistema hipotalamo-pituitaria-adrenal
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(KODAVANTI, 2016). Outro possivel fator para a alteragdo da homeostase
energética pela poluicdo atmosférica seria a capacidade dos poluentes alterarem o
gasto energético (MCCONNELL et al., 2016). Em recente estudo realizado com
camundongos expostos ao MP25 por 5 e 8 semanas, foram observadas redugdes no
gasto energético nos periodos claro e escuro (LIU et al., 2014b).

Apesar das pesquisas em seres humanos mostrarem a correlagao
positiva entre poluicdo atmosférica e desequilibrio na homeostase energética,
aspectos de homogeneidade dos grupos estudados, como sexo, idade, indice de
massa corporal (IMC), nivel de atividade fisica, densidade demografica, dieta e
dados socioecondmicos podem ser fatores de confusdo para a interpretacdo dos
resultados.

Com isso, poucos estudos foram criteriosos no controle das multiplas
variaveis supracitadas. Dentre os estudos criteriosos, destaca-se o realizado com
374 criangas, em varias cidades iranianas com altos niveis de MP1o (média de 150
ug/m3), sendo as variaveis de idade, sexo, IMC, circunferéncia do quadril, dieta e
atividade fisica controladas. Os resultados mostraram elevadas concentracdes de
marcadores inflamatérios no plasma, estresse oxidativo e resisténcia a insulina nesta
populagéo (KELISHADI et al., 2009).

Por outro lado, pesquisas realizadas em modelos animais demonstraram
elevagdes nas concentragdes de glicose sanguinea, gordura visceral e subcutanea
apos a exposicao ao MP25 em camundongos alimentados com dieta padrao (LIU et
al.,, 2013; SUN et al.,, 2009; XU et al., 2011a). Diante dos fatos expostos, os
mecanismos biomoleculares envolvidos nas anormalidades periféricas parecem
estar relacionados com a inflamacgao causada pela exposicdo ao MP2;s.

A diabetes mellitus tipo 2 é caracterizado por concentracdes plasmaticas
de glicose elevadas, resisténcia a insulina e deficiéncia de sua secrec¢ao pela célula
beta pancreatica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019). A poluigao
atmosférica, principalmente na sua forma mais estudada, o MP25, desempenha um
papel importante na disfungdo metabdlica, sugerindo que a exposi¢cao subcrdnica
aos poluentes do ar pode comprometer a sinalizacdo da insulina, metabolismo da
glicose e fungdo da ceélula beta pancreatica, contribuindo assim, para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (ALDERETE et al., 2018). Um estudo em adultos
chineses expostos ao MP25 (41,1 ug/m3) mostrou que essa populagdo apresentou

glicemia de jejum elevada (LIU et al., 2016). Outro estudo realizado em mulheres
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alemés expostas aos poluentes didxido de nitrogénio (NO2) e Oxido de nitrogénio
(NOx) mostrou intoleréncia a glicose evidenciada por niveis de glicemia entre 140-
199 mg/dL apds 2 horas da ingestdo de glicose durante o teste de tolerancia a
glicose (TEICHERT et al., 2013).

A exposicdo aos poluentes do ar pode também causar aumento da
inflamacgédo do tecido adiposo (SUN et al., 2009). Nesse sentido, a exposi¢cao
subcrénica ao MP25 leva a inflamagao do tecido adiposo visceral e causa estresse
oxidativo com alteragdes na concentragdao de adipocinas circulantes que regulam a
homeostase energética, incluindo adiponectina e leptina (XU et al., 2011a, 2011b).
Durante esse processo, os macréfagos infiltrados no tecido adiposo branco podem
ser primariamente responsaveis pela inflamagao acionada por MP25 (MENDEZ et al.,
2013). Um estudo realizado em camundongos machos C57BL/6J, alimentados com
dieta hiperlipidica, por 10 semanas e depois expostos ao MP2;5 durante 24 semanas
mostrou que além da resisténcia a insulina e aumento da massa adiposa, a poluigdo
atmosférica potencializou a inflamacdo adiposa, aumentando a quantidade de
macrofagos F4/80+ além de TNF-a e IL-6 no tecido adiposo epididimal e redugéo da
citocina antiinflamatodria interleucina 10 (IL-10), sugerindo que o MP25 exacerba a
resisténcia a insulina devido a inflamagdo causada pelos macrofagos do tecido
adiposo (MTAs) (SUN et al., 2009). MTAs sao derivados de mondocitos circulantes
que sao recrutados por meio do endotélio em resposta a estimulos inflamatérios e
obesidade, também sendo necessarios para o desenvolvimento de resisténcia a
insulina em modelos animais de obesidade genética ou induzida por dieta
(NISHIMURA et al., 2008). Acredita-se que o comprometimento da fungao enddcrina
e metabdlica do tecido adiposo desempenhe um papel-chave no desequilibrio da
homeostase energética, o que é caracteristico de disturbios, como obesidade e
diabetes tipo 2 (MENDEZ et al., 2013).

1.1 Poluente quimico atmosférico 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) e seus

efeitos inflamatdérios

Inflamacdes no organismo em resposta ao MP2,5 existente em ambientes
poluidos representam um mecanismo comum que pode interagir com outras
variaveis inflamatorias decorrentes da nutricdo e do estilo de vida, modulando a

susceptibilidade para doengas metabdlicas (LIU et al., 2013). Sabe-se que o Brasil
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consome cerca de 35 milhdes de toneladas de oleo diesel por ano (FERRARI;
OLIVEIRA; SCABIO, 2005). Grande parte do MP25 € composta por particulas de
exaustao do diesel (PED) (VAN BERLO; HULLMANN; SCHINS, 2012). Um estudo
realizado na cidade de Hong-Kong, em vias de trafego urbano, encontrou 27
poluentes quimicos atmosféricos associados as PEDs (HO et al., 2002). Nesse
sentido, a Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental de S&o Paulo
(CETESB), no ano de 2002, revelou que a frota de 5,9% de veiculos automotores
movidos a diesel foi responsavel pela emissao 77% de MP na regidao metropolitana
de Sado Paulo. As PEDs sido formadas por um nucleo de carbono e varias
substancias quimicas, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs),
estando presentes em grandes concentragdes no ambiente. No organismo humano,
elas penetram nas vias aéreas inferiores, agindo como carreadores de compostos
quimicos organicos especificos, como as quinonas (INOUE et al., 2007).

As quinonas s&o encontradas principalmente como ligantes quimicos das
PEDs em regides de trafego urbano (BOLTON et al., 2000). O excesso de PEDs
esta associado ao aumento de danos a saude. As quinonas produzidas pela
combustdo do diesel sdo conhecidas por possuirem propriedades toxicas e
induzirem o estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica (BRUNMARK; CADENAS,
1989; LIN et al., 2007; SHINKAI et al., 2012). O composto quimico 1,2-naftoquinona
(1,2-NQ) proveniente da combustao do diesel é derivado do naftaleno e gerado pela
reacao com compostos derivados do meio ambiente. Nos motores movidos a diesel,
o naftaleno sofre agcado de auto-oxidagdo ndo enzimatica no processo de combustao,
transformando-se em 1,2-NQ. Em contato com o organismo humano, a 1,2-NQ leva
a formacgédo do radical hidroxila (OHe¢), que atua como potente agente oxidante,
capaz de causar danos em macromoléculas essenciais, como os lipideos e
proteinas, comprometendo a integridade e a funcionalidade celular e podendo
desencadear apoptose (BOLTON et al.,, 2000; KUMAGAI et al., 2002; LIN et al.,
2005).

Evidéncias epidemioldgicas mostram que individuos vivendo em areas de
trafego urbano intenso s&o expostos a altas concentragdes de PEDs. A 1,2-NQ esta
presente em concentragdes significantes nas particulas de exaustao veiculares e em
amostras do ar ambiente, sendo que aproximadamente 13,7 ug de 1,2-NQ
incorporam-se a cada grama de PED (CHO et al.,, 2004; SANTOS et al., 2014).

Essas exposi¢cdes podem promover o desencadeamento de reacgdes inflamatdrias
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locais e sistémicas devido a absorcdo de compostos quimicos suspensos na
atmosfera, tornando-as toxicas (SANDSTROM; NOWAK; VAN BREE, 2005). Nesse
sentido, um estudo mostrou que a adicdo de baixas concentracées da quinona 1,2-
NQ a suspensao de PED, quando administradas pela via intratraqueal de ratos,
resultou em maior extravasamento plasmatico e influxo de leucdécitos no espaco
alveolar, sugerindo que este composto quimico atua como um dos principais agentes
lesivos contidos nas PEDs em vias aéreas de roedores (COSTA et al., 2010).
Recentemente, algumas pesquisas tém mostrado que a 1,2-NQ aumentou a
producdo H202 e expressao de citocinas proé-inflamatodrias, principalmente IL-6 e
TNF-a em células pulmonares humanas (LAVRICH et al., 2018; SHENG; LU, 2017).

Atualmente, é de conhecimento geral a existéncia de varios poluentes
nocivos a saude, porém, as pesquisas cientificas sobre o que cada composto toxico
provoca isoladamente ainda sdo pouco informativas. Embora o MP25 esteja
correlacionado com o desequilibrio da homeostase energética, ndo ha evidéncias se
o poluente quimico atmosférico 1,2-NQ esta associado com esse fenbmeno e pouco
se sabe, até o momento, sobre o seu efeito isolado na saude humana. Utilizamos
neste estudo um modelo experimental que mimetiza as condi¢gdes de exposicao de
um individuo adulto a baixa concentracdo de 1,2-NQ, um dos contaminantes das
PEDs, e investigamos os efeitos dessa exposicdo na massa corporal, ingestao
alimentar e gasto energético. Também investigamos os efeitos metabdlicos e
imunoldgicos, analisando a tolerancia a insulina, tolerancia a glicose e o percentual
de macrofagos com perfil inflamatoério (M1) no tecido adiposo branco apés exposicéo
subcrdénica ao poluente 1,2-NQ.

1.2 O papel do receptor do tipo toll 4 (TLR4) e do receptor 1 do fator

de necrose tumoral alfa (TNFR1)

O MP25 é composto por particulas suspensas no ar, incluindo, sulfatos,
nitratos, amodnia, carbonos, ions de hidrogénio, LPS (lipopolissacarideos), metais e
agua (BLOCK; CALDERON-GARCIDUENAS, 2009; VERAS et al., 2010). A
exposi¢cdo ao MP25 pode induzir a inflamagéo cronica de alguns tecidos periféricos
(SUN et al., 2009). Entretanto, ainda nao esta claro, se a exposi¢gao subcrénica a
poluicdo pode desencadear a inflamacéo subclinica e se esses efeitos levariam ao

desenvolvimento de desequilibrio da homeostase energética.
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Uma das correlagdes entre poluicdo e homeostase energética seria o
aumento da inflamac&do por meio da ativacdo dos receptores TLR4 da imunidade
inata. Um agonista importante do TLR4 e também parte integrante do MP25 € o LPS
(BLOCK; CALDERON-GARCIDUENAS, 2009; VERAS et al.,, 2010). Por ligagao
principalmente do LPS ao TLR4, a proteina adaptadora de diferenciagao mieldide 88
(MyD88) é recrutada para o TLR4, essa interacdo, dispara uma cascata de
sinalizacao a jusante, levando a ativagao da via do fator nuclear kappa B (NF-kB), e
consequentemente, a transcricao de genes pro-inflamatérios que codificam citocinas
como TNF-a, quimiocinas e outros efetores da resposta imune inata (KUZMICH et
al., 2017).

Em termos moleculares, as PEDs podem ativar a via NF-kB
principalmente pela estimulagdo do TLR4 nas vias aéreas de camundongos
(TAKANO et al.,, 2002). As quinonas presentes nas PEDs em contato com o
organismo produzem EROs, promovendo dano celular e estimulando a formagao de
proteinas de choque térmico, como por exemplo, HSP70, que atuam como agonistas
do TLR4, iniciando o recrutamento da molécula MyD88 que, subsequentemente
estimula a cascata de sinalizagdo intracelular e ativa a via NF-kB, aumentando a
transcricdo de genes proé-inflamatérios (CHUNG et al., 2008; JOHNSON; BRUNN;
PLATT, 2004; QUINTANA; COHEN, 2005; SANTOS et al., 2014). Com isso, levanta-
se a possibilidade de que a exposicao subcrénica a 1,2-NQ possa ativar a via
molecular do TLR4, induzindo inflamacgao subclinica, favorecendo o desequilibrio da
homeostase energética.

Como efeito colateral da tentativa do sistema imunitario em remover os
artefatos provenientes da inalagdo de poluentes atmosféricos, o TNF-a produzido
causa inflamacéo sistémica, pois praticamente todos os tecidos do nosso organismo
possuem receptores para esta citocina (BLOCK; CALDERON-GARCIDUENAS,
2009). Nesse sentido, o TNF-a se liga ao TNFR1 e recruta a proteina 1 de interagéo
com o receptor serina treonina quinase (RIP1) e a proteina associada ao receptor de
TNF com um dominio de morte (TRADD). Logo, ocorre o recrutamento do complexo
composto pelo fator 2 associado ao receptor de TNF (TRAF2) e pela proteina 1 ou 2
inibidora celular de apoptose (clAP 1/2) até a extremidade final da TRADD ja
acoplada ao TNFR1. A formacao desse complexo protéico dispara uma cascata de
sinalizagdo, levando também a ativagdo da via inflamatéria NF-kB ja descrita
anteriormente (WAJANT; SCHEURICH, 2011).
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Com base no conteudo supracitado, o TLR4 e o TNFR1 podem
representar alvos de inflamacido quando a populagéo € exposta ao poluente quimico
atmosférico 1,2-NQ. Nossa hipbtese nessa tese foi que a exposi¢cao subcrénica a
1,2-NQ ativa o TLR4 e o TNFR1 in vivo levando a inflamagao periférica, podendo
contribuir para o desequilibrio da homeostase energética por meio de alteragcdes na
massa corporal, ingestdo alimentar e gasto energético. Nesse sentido, o uso de
camundongos transgénicos que nao expressam TLR4 e TNFR1 poderia atenuar os

efeitos do poluente, protegendo o animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da exposigcdo subcrbénica ao poluente quimico
atmosférico 1,2-naftoquinona (1,2-NQ), proveniente da combustdo do diesel, em
baixa concentragao, sobre a homeostase energética e o perfil inflamatoério do tecido
adiposo branco em camundongos adultos C57BL/6J e knockouts para o receptor 1
do fator de necrose tumoral (TNFR1KO) e receptor do tipo foll 4 (TLR4KO).

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar comparativamente os efeitos causados pela exposicao
subcrénica pela via inalatéria ao poluente 1,2-NQ ou solugdo veiculo em
camundongos C57BL/6J sobre a massa corporal, ingestdo alimentar e gasto
energético. Também esclarecer se ha diferenca nos animais TNFR1KO e TLR4KO;

- Avaliar comparativamente os efeitos causados pela exposicao
subcrénica pela via inalatéria ao poluente 1,2-NQ ou solugdo veiculo em
camundongos C57BL/6J sobre a resisténcia a insulina e toleréncia a glicose.
Também esclarecer se ha diferenca nos animais TNFR1KO e TLR4KO;

- Avaliar comparativamente os efeitos causados pela exposicao
subcrénica pela via inalatéria ao poluente 1,2-NQ ou solugdo veiculo em
camundongos C57BL/6J sobre o percentual de macrofagos totais, M1 pro-
inflamatdrios e M2 antiinflamatérios no tecido adiposo branco epididimal. Também

esclarecer se ha diferenca nos animais TNFR1KO e TLR4KO.



28

3 HIPOTESES

Conforme conteudo introdutdrio supracitado, a poluicdo atmosférica por
meio do MP2,5 pode promover inflamagao no sistema nervoso central e na periferia,
resisténcia a insulina, hiperglicemia e aumento de gordura visceral. Grande parte do
MP25 é formada pelas PEDs e alguns HPAs tém como fungéo carrear quinonas para
as vias respiratorias inferiores, causando estresse oxidativo, peroxidagao lipidica e
apoptose. Contudo, ndo se sabe o efeito isolado de cada poluente pertencente ao
MP25 e ainda ndo esta claro se a exposicdo subcronica a 1,2-NQ poderia
desencadear a inflamagdo subclinica e se esses efeitos levariam ao
desenvolvimento de desequilibrio da homeostase energética, metabdlica e
imunoldgica. Portanto, em hipdtese, a 1,2-NQ atuaria entdo como agente lesivo nas
exposi¢cées subcrbnicas, desencadeando reagbes inflamatérias sistémicas e
promovendo alteragdes na massa corporal, ingestdo alimentar, gasto energético,
tolerancia a insulina, tolerancia a glicose e perfil inflamatério de macréfagos do
tecido adiposo branco em camundongos C57BL/6J. Em complemento, conforme a
introducédo da tese, o TLR4 e o TNFR1 poderiam representar alvos de inflamacéao
subclinica quando expostos ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ. Nesse sentido,
espera-se que os camundongos geneticamente modificados que n&o expressam

TLR4 e TNFR1 ndo apresentem os efeitos da exposi¢cao ao poluente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental

Todos os camundongos utilizados nessa tese, selvagens e geneticamente
modificados, passaram pelo mesmo desenho experimental, sendo a primeira
semana com coleta de dados basais de massa corporal e ingestao alimentar. As
dezessete semanas subsequentes, houve a inser¢cao das exposi¢cdes ao veiculo/1,2-
NQ. Ao longo do tempo denominado como periodo pré-eutanasia, analises pontuais
do gasto energético, teste de tolerancia a insulina (ITT), teste de tolerancia a glicose
(GTT) e composicao corporal foram realizadas. Na décima oitava semana de
experimentos, os animais foram eutanasiados e os dados de massa e perfil

inflamatorio do tecido adiposo epididimal foram analisados (FIGURA 1).

Desenho Experimental — Linha do Tempo

Pré-eutanasia

Mensurac¢ao da massa corporal e ingestao alimentar

Comego da Avaliacdo Composicio Término da
exposicio ao dogasto [T GTT Corporal €xposi¢doao
veiculo/1,2-NQ energético veiculo/1,2-NQ

) t 11 ) )
Basal 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Tempo (semanas)

Pés-eutanasia (18 semanas)

- Massa e perfil inflamatorio do tecido adiposo epididimal

Figura 1. Desenho experimental. Ordem cronologica das exposigdes e analises
laboratoriais. 17 semanas de exposi¢cao ao veiculo/1,2-NQ com coleta de dados de
massa corporal e ingestdo alimentar. Periodo pré-eutanasia: avaliagdo do gasto
energético (semana 6); ITT (semana 8); GTT (semana 9); composi¢cao corporal
(semana 14). Periodo pds-eutanasia: massa e perfil inflamatério do tecido adiposo
epididimal (semana 18).
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4.2 Experimentos pré-eutanasia

4.2.1 Procedéncia, manutengcao e controle da massa corporal e

ingestao alimentar

Foram utilizados camundongos machos saudaveis, com 8 semanas de
idade e massa corporal média de 20-30g. As linhagens C57BL/6J e TLR4KO foram
obtidas do Cemib/UNICAMP e a linhagem TNFR1KO do Biotério/lUSP de Ribeirdo
Preto. Os organismos geneticamente modificados (OGMs) foram knockouts totais
com background nos camundongos C57BL/6J. Todas as linhagens foram alojadas
em gaiolas individuais, em estantes ventiladas (22-23° C) e ciclo normal (claro 12 h /
escuro 12 h). A limpeza das gaiolas e a troca da maravalha foram realizadas uma
vez por semana. Houve o controle da massa corporal e da ingestdo alimentar 5 dias
por semana e a média foi utilizada para compor o valor semanal, mantendo sempre
a gaiola com 20 g de dieta padrao Nuvilab®. A agua filtrada foi fornecida a vontade.
Para os calculos da evolugdo da massa corporal e ingestdo alimentar foram

utilizadas as seguintes férmulas:

-Massa Corporal - A% = [(massa final — massa inicial / massa inicial) x 100)];

-Ingestéao Alimentar - A% = [(ingestéo final — ingestéo inicial / ingestdo inicial) x 100)].

Apds 17 semanas de exposi¢cédo ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ,
0s animais passaram por 5 dias de descanso e foram eutanasiados por decapitagao
para a coleta de células e tecidos.

Os experimentos realizados nesse estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA 4628-1) e pela Comissao Interna de
Biosseguranga (CIBio protocolo 2016/01) com Certificacdo de Qualidade em
Biosseguranga (CQB: 370), estando também de acordo com as diretrizes do
Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA) (ANEXOS 3 e 4).
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4.2.2 Exposigdo dos camundongos ao poluente quimico atmosférico
1,2-NQ

O composto quimico 1,2-NQ foi obtido da empresa Sigma™ (St. Louis,
MO, USA). Sempre 4 ou 5 animais foram inseridos em uma camara de polietileno,
com area de superficie de 600 cm?, conforme dimensdes propostas pelo Manual
Canadense de Cuidado Animal (CCAC, 1993). A lateral esquerda da cuba tinha um
orificio com 1,5 cm para saida de ar, enquanto a direita possuia um conector de
polietileno de 2,0 cm, que esteve acoplado ao inalador ultrassénico (Mod.
Respiramax; NS®, Sao Paulo, Brasil), cuja capacidade de nebulizagdo corresponde
ao volume de 1 mL/min e, aproximadamente, 3 % de perda (FIGURA 2) (SANTOS et
al., 2014).
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Figura 2. Exposicdo dos camundongos ao poluente 1,2-NQ. (A) Conector e
nebulizador ultrassénico; (B) Camara de exposigao; (C) Imagem externa da camara
com os animais durante o experimento; (D) Imagem interna da cédmara apos a
nebulizagio.
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Os animais foram expostos ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ (10
ug/m?3 dentro da camara, considerado como concentragdo baixa, mimetizando entdo
a exposi¢ao na zona urbana) ou ao veiculo (0.001 % DMSO, 0.001 % Tween e
PBS). O poluente atmosférico foi gerado de uma solugéo estoque fresca de 1,2-NQ
(100 nM, 10 mL) diluida em seu veiculo por meio do nebulizador ultrassénico
diretamente acoplado a caixa (SANTOS et al., 2014). Os animais foram expostos ao
veiculo/1,2-NQ sempre as 14 horas, por 15 minutos, 5 vezes por semana, durante
17 semanas.

A vazédo do aerosol de dentro da caixa foi determinada em outro estudo
realizado no departamento de Farmacologia da Universidade de S&o Paulo por
analise gravimétrica (SANTOS et al., 2014). Em resumo, o copo do nebulizador foi
pesado antes e depois de colocar a solugdo de 1,2-NQ (100 nM; 10 mL), e
imediatamente apds o processo de nebulizagdo. A massa nebulizada de 1,2-NQ
dentro da camara foi calculada baseada na equacgao padrio:

[mng = mwnq.[NQ)].Vsol]

Referente a equacao supracitada, os termos significam: mnq = massa de
1,2-NQ nebulizada dentro da cdmara; mwnq = peso molecular da 1,2-NQ (158,15
g/mol); [NQ] = concentragdo da solugdo do poluente; Vsol = volume da solugédo do
poluente localizado no copo/tubo do nebulizador.

Neste estudo, a concentracao resultante de 1,2-NQ nebulizada dentro da
camara foi de aproximadamente 152 ng com 2-3% de perda (SANTOS et al., 2014).

4.2.3 Grupos experimentais

Quanto ao sujeito experimental, foram utilizados 33 animais, sendo eles
divididos em 2 grupos de exposigao [veiculo (n=15, sendo: 5 C57BL/6J, 5 TNFR1KO
e 5 TLR4KO) e 1,2-NQ (n=18, sendo: 6 C57BL/6J, 7 TNFR1KO E 5 TLR4KO)]
(FIGURA 3).
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33 camundongos

N

C57BL/6J (n=11)

Veiculo ll 1,2-NQ [ Veiculo [l 1,2-NQ | Veiculo [l 1,2-NQ
GEL)) (n=6) GQEE)) (n=7) (n=5) GQEL))

TLR4KO (n=10)

Figura 3. Organizagdo dos grupos e subgrupos experimentais. 33 camundongos
divididos em 3 grupos, sendo um grupo selvagem (C57BL/6J) e dois grupos
geneticamente modificados (TNFR1KO e TLR4KO). Em cada grupo, houve
subdivisdo dos animais em 2 subgrupos, ou seja, um subgrupo exposto ao veiculo
do poluente e outro exposto a 1,2-NQ.

Quanto ao tamanho amostral nos grupos e subgrupos experimentais, foi
utilizado o critério de acordo com as diretrizes do CEUA/UNICAMP para se obter o
poder do teste de 90% e nivel de significancia de 0,05. Para a base de calculos foi

utilizada a seguinte férmula:
n= 1+ [2C x (s/d)?], sendo:
(C) dependente dos valores escolhidos para o poder do teste; (s) desvio padrao

aceitavel; (d) diferenca esperada entre os grupos. Para o calculo do C foi utilizada a

seguinte férmula:
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C = (za + zB)?, sendo:

(z) convengao estatistica; (a) chance de considerar dois grupos diferentes
erroneamente; () chance de encontrar diferenga estatistica.

Para esta tese, obtivemos entdo (C) = (1,96 + 1,282)° = 10,51,
considerando o desvio maximo (s) de 20% = 0,2, e a diferengca entre os grupos
estudados (d) sendo de 50% = 0,5. Com isso, o tamanho amostral ficou n =1 + [2 X
10,51 x (0,2/0,5)?] = 4,36, arredondado para o minimo de 5 animais por subgrupo

experimental.

4.2.4 Gasto energético

O gasto energético foi determinado pelo consumo de oxigénio (VO2) e
produgéo de gas carbdnico (VCO2), além da razdo de troca respiratoria (RER) por
meio de calorimetria indireta no equipamento Oxylet M3 system; PanlLab/Harvard
Apparatus, apés 6 semanas de exposicao a 1,2-NQ. Os animais passaram por
adaptacao de 24 horas, apenas uma vez, em gaiolas de coleta de dados individuais
(29,4 x 29 x 32 cm). Logo, o experimento foi realizado nas 24 horas subsequentes a
adaptagdo e os animais ficaram em gaiolas individuais (FIGURA 4). O gasto

energético foi calculado pela equagao:

Gasto energético (kcal/h)= (3,85 + (1,232xRER)) x VO x 1,44.

Figura 4. Calorimetro Oxylet M3 system,; PanLab™/Harvard Apparatus.
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4.2.5 Composicao corporal

A analise da composicao corporal foi realizada apds 14 semanas de
exposicao a 1,2-NQ, pelo equipamento Albira™ Si microPET-CT, padrdo ouro,
dispondo de modulo de tomografia computadorizada (CT), o qual obteve imagens
anatbmicas de alta resolugdo dos camundongos de maneira quantitativa nao-
invasiva, expressando os resultados em massas magra, gorda e éssea (FIGURA 5).
Antes do experimento, os animais foram anestesiados na camara de isoflurano e
colocados na maca do equipamento, que possuia mascara com isoflurano continuo
para manter o animal anestesiado durante o teste. A tomografia teve duragédo de 35
minutos por animal.

No médulo CT foi utilizado o tubo de raio X com ponto focal nominal de 35
gm, adequado para obtengdo de imagens de pequenos animais (SARMENTO,
2016). A tensdo no tubo foi ajustada para 35 kV com 400 pA, passando corrente
maxima de mA. O detector (Flat Panel) foi construido em formato de matriz
permitindo subunidades de alta resolugao de 50 ym ao longo de grandes areas. O
sensor possuia uma matriz de 2400 x 2400 pixels, que se traduziu em uma area de
detecgdo 2D de 120mm x 120 mm, possibilitando a visualizagdo da imagem total dos
camundongos em uma unica rotagdo. A aquisicdo e o controle de imagem foram
realizados por meio do software Albira Suite (SARMENTO, 2016).

Figura 5. Analise da composi¢do corporal por tomografia computadorizada (CT). (A)
Equipamento Albira™ Si Micropet-CT; (B) Camundongo recebendo anestesia na
camara de isoflurano; (C) Adaptagao do corpo do animal na maca e na mascara com
isoflurano continuo; (D) Fechamento da tampa do tomégrafo para o inicio do
experimento; (E) Teste sendo realizado com o animal anestesiado e contido; (F)
Aquisicao da imagem apoés a avaliagao.



37

4.2.6 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

O teste de tolerancia a insulina (ITT) foi realizado em jejum de 6 horas
para avaliar a tolerancia periférica a insulina nos animais, apos 8 semanas de
exposicado a 1,2-NQ. Foi administrada insulina cristalina (1,5 U/kg, intraperitoneal) e
0 sangue coletado pela ponta da cauda nos tempos: 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30

minutos.

4.2.7 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado em jejum de 12 horas
para avaliar a tolerancia periférica a glicose nos animais, apés 9 semanas de
exposicdo a 1,2-NQ. Foi administrada glicose a 20% (1 g x kg™', intraperitoneal) e o
sangue coletado pela ponta da cauda nos tempos: 0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120

minutos.

4.3 Experimentos pés-eutanasia

4.3.1 Percentual de macréfagos totais, M1 pré-inflamatérios e M2

antiinflamatorios no tecido adiposo branco epididimal por citometria de fluxo

No final do periodo de exposi¢cdo de 17 semanas, os animais foram
eutanasiados e o tecido adiposo epididimal foi dissecado e pesado. Para a obtengao
de macrofagos do tecido adiposo epididimal, o mesmo foi colocado sobre uma placa
de Petri de polipropileno com 10 mL de PBS (pH 7,4). Logo, o excesso de PBS foi
removido e o tecido macerado com o auxilio de uma Iamina, sendo colocado no tubo
cbnico de polipropileno (15 mL) contendo 2 mL de tamp&o de dissociagao do tecido
adiposo branco (WAT dissociation buffer — 2,5 % HEPES, 10 mg/mL de BSA, 3
mg/mL (0,3 %) de colagenase tipo Il em DMEM com 4,5 g/L de glicose sem L-
glutamina e piruvato de so6dio). Com isso, o tecido foi incubado com colagenase tipo
II, em rotacdes lentas e continuas, na temperatura de 37° C por 45 minutos. Ao
término desse processo, o tecido digerido foi filtrado em um tubo cbnico de
polipropileno (50 mL) e depois transferido para outro tubo menor de 15 mL com 2 mL

de DMEM. Nessa etapa, a suspenséo de células foi centrifugada a 300 g, 4° C por 8
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minutos. Apos a centrifugagcédo, os adipdcitos flutuantes e o sobrenadante foram
descartados e o pellet ressuspendido em 1 mL de tampao de cloreto de aménio-
potassio para lisar os eritrocitos (ACK buffer) e 1 mL de meio eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) para outro processo de centrifugagao a 300 g, 4° C por 8 minutos.
Finalmente, as células foram ressuspendidas no tampao de classificacdo de células
ativadas por fluorescéncia (FACS buffer — PBS 1x contendo 2% soro fetal bovino
(FBS)) e contadas na camara de Neubauer (ALLEN et al., 2017). Para o citbmetro de
fluxo BD Accuri™ C6 foram transferidos o nimero x 10° de macrofagos e as

seguintes estratégias de controle e de gate realizadas:

Tipo de Anticorpos e Células | Comprimento | Fluorescéncia | Filtro

Controle de Onda
1- Nao FC Block* + Macréfagos™** - - -

marcado

2-Com 1 FC Block* + Macrofagos™** + 640 nm Vermelha 675/25
marcagao F4/80 APC (Totais)

3- Com 1 FC Block* + Macrofagos™** + 488 nm Amarela 585/40
marcagao CD11¢c PE (M1)

4- Com 1 FC Block* + Macréfagos™** + 488 nm Verde 533/30
marcagao CD206 FITC (M2)

5- Com 2 FC Block* + Macrofagos™* + 640 e 488 nm Vermelha e 675/25 e
marcagdes F4/80 APC + CD11c PE amarela 585/40

(FMO)**

6- Com 2 FC Block* + Macrofagos™** + 640 e 488 nm Vermelha e verde | 675/25 e
marcagdes F4/80 APC + CD206 FITC 533/30

(FMO)**

7- Com 2 FC Block* + Macrofagos™** + 488 e 488 nm Amarela e verde | 585/40 e
marcagdes CD11c PE + CD206 FITC 533/30

(FMO)**
8- Amostras | FC Block* + Macrofagos™* + 640, 488 e 488 Vermelha, 675/25,

comas 3 F4/80 APC + CD11c PE + nm amarela e verde | 585/40 e
marcagdes CD206 FITC 533/30

Tabela 1. Estratégia de controle e de gate no citbmetro de fluxo para a analise do
numero total de macrofagos (F4/80), M1 (CD11c) e M2 (CD206) provenientes do
tecido adiposo branco epididimal. * O FC Block evitou a ligagdo dos marcadores de
macrofagos no CD16 e CD32. ** Foi utilizado o método fluorescéncia menos 1
(FMO) com o objetivo de fazer a compensagdo dos fluoréforos e o ajuste de
fluorescéncia de cada filtro. *** Quanto aos parametros para aquisicao de células do
citbmetro, 5000 eventos foram determinados dentro do gate F4/80 positivo.
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4.4 Analise estatistica

Com o propodsito de reduzir o risco da média dos resultados poderem
variar de acordo com a amostra, foi utilizado o erro padrdo como medida de variagao
da média amostral em relagdo a média da populagcdo de camundongos, dividindo o
desvio padrao pela raiz quadrada do numero de observag¢des da amostra. Com isso,
os resultados referentes ao efeito da solugao veiculo/1,2-NQ nos animais C57BL/6J
e knockouts foram expressos pela média + erro padrdo da média (EPM) de valores
absolutos ou porcentagem.

Para a analise dos graficos de barras referente aos camundongos
C57BL/6J, foi utilizado o teste t Student ndo-pareado bicaudal. Quando os animais
geneticamente modificados TNFR1 e TLR4 foram inseridos nos graficos de barras, o
teste de analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do pds-teste de Tukey
foram executados. Quanto aos graficos de linhas, os dados foram submetidos ao
teste ANOVA de duas vias, seguido pelo pés-teste de Bonferroni. Apds os graficos
de linhas, foi realizado o calculo da area sob a curva, expresso em grafico de barras.
As diferengas entre as médias foram avaliadas com o auxilio do programa estatistico
(GraphPad Prism 5.0®). Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Todas
as analises foram realizadas de acordo com a recomendagao do software para cada

Caso.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da exposi¢ao subcronica a 1,2-NQ sobre a massa corporal
em camundongos C57BL/6J

Ha reducéo significativa na massa corporal dos camundongos C57BL/6J
expostos ao poluente 1,2-NQ em relagcdo ao veiculo, apenas na décima quinta
semana (FIGURA 6A). O calculo da area sob a curva ndo evidenciou diferenca
estatistica entre os dois grupos (FIGURA 6B).

A. Massa Corporal
601
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Figura 6. Massa corporal cumulativa dos camundongos C57BL/6J. 17 semanas de
exposicao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A) Delta referente a
evolucdo da massa corporal; (B) Area sob a curva; (A-B) Média + EPM, n= 5
(veiculo) e n= 6 (1,2-NQ); (A) ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de
Bonferroni, *p<0,05; (B) Teste t ndo pareado bicaudal, *p<0,05.
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5.2 Efeitos da exposicao subcronica a 1,2-NQ sobre a ingestao

alimentar em camundongos C57BL/6J

A ingestao alimentar do grupo exposto ao veiculo do poluente foi maior da
sétima até a décima semana de exposigdo comparada ao grupo exposto a 1,2-NQ
(FIGURA 7A). Além disso, no calculo da area sob a curva foi encontrada redugao
estatisticamente significante no grupo exposto ao poluente comparado ao veiculo
(FIGURA 7B).

A Ingestao Alimentar
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Figura 7. Ingestdo alimentar cumulativa dos camundongos C57BL/6J. 17 semanas
de exposicado ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A) Delta referente a
evolugdo da ingestédo alimentar; (B) Area sob a curva; (A-B) Média + EPM, n= 5
(veiculo) e n= 6 (1,2-NQ); (A) ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de
Bonferroni, *p<0,05; (B) Teste t ndo pareado bicaudal, *p<0,05.
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5.3 Efeitos da exposicdao subcrénica a 1,2-NQ sobre o gasto
energético em camundongos C57BL/6J

Na sexta semana de exposicdo ao poluente 1,2-NQ ou veiculo, o teste
referente ao gasto energético foi realizado e foram observados aumentos noturnos
estatisticamente significantes do consumo de oxigénio, produgéo de gas carbdnico e
heat nos animais selvagens expostos a 1,2-NQ (FIGURAS 8A, 8B e 8D). No RER

nao houve diferenga estatisticamente significante (FIGURA 8C).
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Figura 8. Gasto energético dos camundongos C57BL/6J. 6 semanas de exposi¢cao
ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A) Consumo de oxigénio; (B)
Producéao de gas carbdnico; (C) Razao de troca respiratoria; (D) Heat; (A-D) Média
EPM, n= 5 (expostos ao veiculo do poluente), n= 4 (expostos a 1,2-NQ). ANOVA de
uma via seguida do pés-teste de Tukey, *p<0,05 (comparacdo entre grupos 1,2-NQ
e veiculo no mesmo periodo do dia) e #p<0,05 (comparagdo entre grupos
submetidos ao mesmo tipo de exposigao em periodos diferentes).
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5.4 Efeitos da exposicao subcrénica a 1,2-NQ sobre o ITT em
camundongos C57BL/6J

Na oitava semana de exposig¢ao ao poluente 1,2-NQ ou veiculo, o teste de
toleréncia a insulina (ITT) foi realizado e nos tempos 05 e 10 minutos houve maior
tolerancia ao horménio, com redugdo da glicemia nos animais selvagens expostos a
1,2-NQ (FIGURA 9A). Por outro lado, no célculo da area sob a curva nao foi

encontrada diferenga estatisticamente significante (FIGURA 9B).
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Figura 9. Teste de tolerdncia a insulina (ITT) dos camundongos C57BL/6J. 8
semanas de exposi¢cao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A) Grafico
da curva glicBmica nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos; (B) Area sob a
curva. Média + EPM, n= 5 (veiculo) e n= 6 (1,2-NQ); (A) ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de Bonferroni, *p<0,05; (B) Teste t ndo pareado bicaudal,
*p<0,05.
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5.5 Efeitos da exposi¢cdao subcronica a 1,2-NQ sobre o GTT em
camundongos C57BL/6J

Na nona semana de exposicdo ao poluente 1,2-NQ ou veiculo, o teste de
tolerancia a glicose (GTT) foi realizado e apos 120 minutos da injeg&o intraperitoneal
de glicose a 20% (1 g x kg™'), houve aumento da glicemia nos animais selvagens
expostos a 1,2-NQ comparada ao veiculo (FIGURA 10A). A area sob a curva
calculada do GTT foi maior no grupo 1,2-NQ comparada a area do grupo veiculo.
Observou-se também glicemia de jejum maior no grupo 1,2-NQ comparada ao grupo
veiculo (FIGURAS 10B e 10C).
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Figura 10. Teste de tolerdncia a glicose (GTT) e glicemia de jejum dos
camundongos C57BL/6J. 9 semanas de exposicdo ao poluente quimico atmosférico
1,2-NQ, sendo: (A) Grafico da curva glicémica nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 90 e
120 minutos; (B) Area sob a curva; (C) Glicemia ap6s 12 horas de jejum. Média *
EPM, n= 5 (veiculo) e n=6 (1,2-NQ); (A) ANOVA de duas vias seguida do pos-teste
de Bonferroni, *p<0,05; (B e C) Teste t ndo pareado bicaudal, *p<0,05.
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5.6 Efeitos da exposicao subcrénica a 1,2-NQ sobre a composi¢ao
corporal em camundongos C57BL/6J

Na décima quarta semana de exposicdo ao poluente 1,2-NQ ou veiculo, o
teste de composigédo corporal realizado por tomografia computadorizada (CT) pelo
equipamento Albira™ Si microPET-CT, padrao ouro, mostrou ndo haver diferenga
estatisticamente significante nas massas gorda, magra e d&ssea nos animais

expostos ao poluente quimico atmosférico em relagéo ao veiculo (FIGURA 11).
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Figura 11. Composi¢do corporal por tomografia computadorizada de alta resolugéo
MicroPet-CT. 14 semanas de exposi¢cao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ,
sendo: (A) Massa magra; (B) Massa 6ssea; (C) Massa gorda. Média + EPM, n=5
(veiculo) e n=6 (1,2-NQ); (A-C) Teste t ndo pareado bicaudal, *p<0,05.
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5.7 Efeitos da exposi¢ao subcrénica a 1,2-NQ sobre o percentual de
macroéfagos totais, M1 proé-inflamatérios e M2 antiinflamatérios no tecido

adiposo branco epididimal em camundongos C57BL/6J

Cinco dias apds a décima sétima semana de exposicdo a 1,2-NQ ou ao
veiculo do poluente, os animais foram eutanasiados e o tecido adiposo branco
epididimal foi dissecado e pesado. Conforme esperado, devido a tomografia
computadorizada (CT) prévia, realizada na décima quarta semana (FIGURA 11C),
os animais expostos a 1,2-NQ n&o tiveram alterac&o estatisticamente significante na
massa adiposa (FIGURA 12A). Nesse sentido, o percentual de macréfagos totais
marcados com F4/80 também nao teve alteragdo no grupo exposto ao poluente em
relacdo ao veiculo (FIGURA 12B). Por outro lado, embora a exposi¢ao ao poluente
quimico atmosférico ndo tenha alterado a massa adiposa branca e o percentual de
macréfagos totais, os animais selvagens tiveram aumento no percentual de
macrofagos proé-inflamatérios M1 marcados com CD11c¢c (FIGURA 12C) e redugao
(p=0,057) nos antiinflamatérios M2 marcados com CD206 (FIGURA 12D).
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Figura 12. Peffil inflamatério do tecido adiposo branco epididimal. 5 dias apds 17
semanas de exposi¢ao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A) Massa
do tecido adiposo epididimal; (B) % de macréfagos totais marcados com F4/80; (C)
% de macréfagos M1 marcados com CD11c; (D) % de macréfagos M2 marcados
com CD206. Média £+ EPM, n= 5 (veiculo) e n= 6 (1,2-NQ); (A-D) Teste t ndo
pareado bicaudal, *p<0,05.
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5.8 Efeitos da exposi¢ao subcronica a 1,2-NQ sobre a massa corporal
em camundongos knockouts para TNFR1 e TLR4

Como mostrado anteriormente na Figura 6B, ha reducgéao significativa na
massa corporal dos camundongos C57BL/6J expostos ao poluente 1,2-NQ em
relagdo ao veiculo, apenas na décima quinta semana (FIGURA 13A).

Os animais TNFR1KO expostos a 1,2-NQ apresentaram semelhante
padrao de resultado em comparagao ao grupo veiculo, entretanto, ndo foi observada
diferenca estatistica em nenhuma das semanas estudadas (FIGURA 13B),
provavelmente devido a grande dispersao dos dados.

Os camundongos TLR4KO expostos a 1,2-NQ nao apresentaram
diferengca de massa corporal na maior parte das semanas estudadas, exceto na
décima semana onde se observou redugdo significativa da massa corporal nos
animais TLR4KO expostos a 1,2-NQ comparada ao grupo veiculo (FIGURA 13C).
No calculo da area sob a curva nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos (FIGURA 13D).
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Figura 13. Massa corporal cumulativa dos camundongos geneticamente
modificados. 17 semanas de exposi¢cao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ,
sendo: (A-C) Delta referente a evolugdo da massa corporal dos animais selvagens
(C57BL/6J) e geneticamente modificados (TNFR1KO e TLR4KO); (D) Area sob a
curva; (A-D) Média + EPM [C57BL/6J, n= 5 (veiculo) e 6 (1,2-NQ); TNFR1KO, n=5
(veiculo) e 7 (1,2-NQ); TLR4KO, n= 5 (veiculo) e 5 (1,2-NQ)]; (A-C) ANOVA de duas
vias seguida do pés-teste de Bonferroni, *p<0,05; (D) ANOVA de uma via seguida do
pos-teste de Tukey.
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5.9 Efeitos da exposicao subcronica a 1,2-NQ sobre a ingestao
alimentar em camundongos knockouts para TNFR1 e TLR4

Como mencionado na Figura 7B, a ingestdo alimentar da sétima até a
décima semanas de exposi¢cdo foi menor nos camundongos C57BL/6J expostos a
1,2-NQ (FIGURA 14A).

Os animais TNFR1KO expostos a 1,2-NQ nao apresentaram reducgao da
ingestao alimentar em comparagdo ao grupo exposto ao veiculo (FIGURA 14B),
conforme ocorreu nos camundongos selvagens. Por outro lado, os TLR4KO
expostos a 1,2-NQ apresentaram maior ingestdo alimentar observada desde a
primeira até a sexta semanas e da décima primeira até a décima sétima semanas
(FIGURA 14C). No calculo da area sob a curva houve aumento da ingestdo nos
camundongos TLR4KO expostos a 1,2-NQ em relagdo ao veiculo do poluente e
reducdo da ingestdo nos TLR4 expostos ao veiculo em relagdo aos animais

selvagens com exposic¢ao correspondente (FIGURA 14D).
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Figura 14. Ingestdo alimentar cumulativa dos camundongos geneticamente
modificados. 17 semanas de exposi¢ao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ,
sendo: (A-C) Delta referente a evolugdo da massa corporal dos animais selvagens
(C57BL/6J) e geneticamente modificados (TNFR1KO e TLR4KO); (D) Area sob a
curva; (A-D) Média + EPM [C57BL/6J, n= 5 (veiculo) e 6 (1,2-NQ); TNFR1KO, n=5
(veiculo) e 7 (1,2-NQ); TLR4KO, n= 5 (veiculo) e 5 (1,2-NQ)]; (A-C) ANOVA de duas
vias seguida do pés-teste de Bonferroni, *p<0,05; (D) ANOVA de uma via seguida do
poOs-teste de Tukey, *p<0,05 (comparagédo entre grupos da mesma linhagem) e
#p<0,05 (comparacgao entre TNFR1KO/TLR4KO e C57BL/6J submetidos ao mesmo
tratamento).
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5.10 Efeitos da exposi¢cdao subcronica a 1,2-NQ sobre o gasto
energético em camundongos knockouts para TNFR1 e TLR4

Na sexta semana de exposicdo ao poluente 1,2-NQ ou veiculo, o teste
referente ao gasto energético foi realizado e foram observados aumentos noturnos
estatisticamente significantes do consumo de oxigénio, produgéo de gas carbdnico e
nos animais expostos ao poluente quando comparados aos seus respectivos
controles expostos ao veiculo (FIGURAS 15A, 15B e 15D). Somente os animais
TNFR1KO expostos a 1,2-NQ nao apresentaram aumento no heat noturno, porém
aumentaram o consumo de oxigénio e producdo de gas carbdnico em relagdo ao
veiculo também no periodo diurno quando comparado ao seu respectivo controle da
mesma linhagem (FIGURAS 15A e 15B). No RER ndo houve diferenca
estatisticamente significante em todas as linhagens estudadas (FIGURA 15C).
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Figura 15. Gasto energético dos camundongos geneticamente modificados. 6
semanas de exposigdo ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A)
Consumo de oxigénio; (B) Produgdo de gas carbonico; (C) Razdo de troca
respiratoria; (D) Heat; (A-D) Média + EPM, n= 5 (C57BL/6J, TNFR1KO E TLR4KO
expostos ao veiculo do poluente e TNFR1KO exposto a 1,2-NQ), n= 4 (C57BL/6J e
TLR4KO expostos a 1,2-NQ). ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey,
*p<0,05 (comparagao entre grupos da mesma linhagem).
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5.11 Efeitos da exposicao subcronica a 1,2-NQ sobre o ITT em

camundongos knockouts para TNFR1 e TLR4

Como mencionado na Figura 9A, na oitava semana de exposi¢do ao
poluente 1,2-NQ ou veiculo, houve maior toleréncia a insulina evidenciada pelo ITT
no grupo exposto a 1,2-NQ em comparagao ao veiculo nos animais selvagens, com
reducao da glicemia em resposta a insulina apenas aos 5 e 10 minutos (FIGURA
16A). Similar resposta foi apresentada pelos camundongos TNFR1KO expostos ao
poluente 1,2-NQ em comparacdo ao seu respectivo veiculo, havendo somente
reducdo da glicemia em resposta a insulina aos 10 e 30 minutos do teste (FIGURA
16B). Em contrapartida, os camundongos TLR4KO expostos ao poluente 1,2-NQ
apresentaram maior tolerancia a insulina, com redugao da glicemia em resposta a
insulina durante a maior parte do teste (FIGURA 16C). A area sob a curva do ITT
demonstra que somente o grupo TLR4KO exposto a 1,2-NQ apresentou maior
tolerancia a insulina quando comparado ao veiculo da mesma linhagem (FIGURA
16D). E importante ressaltar que a glicemia de jejum dos animais TNFR1KO e dos
animais TLR4KO expostos a 1,2-NQ foi maior do que seus respectivos controles
expostos ao veiculo (FIGURAS 16B e 16C).
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Figura 16. Teste de toleréncia a insulina (ITT) dos camundongos geneticamente
modificados. 8 semanas de exposi¢cao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ,
sendo: (A) C57BL/6J, n= 5 (veiculo) e 6 (1,2-NQ); (B) TNFR1KO, n= 5 (veiculo) e 7
(1,2-NQ); (C) TLR4KO, n= 5 (veiculo) e 5 (1,2-NQ); (D) Area sob a curva; (A-C)
Média £ EPM, ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni; (D) Média +
EPM, ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Tukey; (A-D) *p<0,05
(comparacéo entre grupos da mesma linhagem).




56

5.12 Efeitos da exposi¢cdao subcrdénica a 1,2-NQ sobre o GTT em
camundongos knockouts para TNFR1 e TLR4

Na nona semana de exposicdo ao poluente 1,2-NQ ou veiculo, o teste de
tolerancia a glicose (GTT) foi realizado e apos 120 minutos da injeg&o intraperitoneal
de glicose (1 g x kg™'), os animais selvagens expostos a 1,2-NQ apresentaram a
glicemia mais alta no ultimo tempo (120 minutos) do que o grupo veiculo (FIGURA
17A).

Nao houve diferencga estatistica na curva de GTT dos animais TNFR1KO
e TLR4KO expostos ao poluente 1,2-NQ e seus respectivos controles das mesmas
linhagens (FIGURAS 17B e 17C).

O célculo da area sob a curva demonstrou que os camundongos
selvagens expostos a 1,2-NQ foram intolerantes a glicose quando comparados aos
seus controles expostos ao veiculo. De forma oposta, animais TNFR1KO e TLR4KO
expostos ao poluente 1,2-NQ nao apresentaram intolerancia a glicose (FIGURA
17D) ou aumento na glicemia de jejum (FIGURAS 17E). Nesse sentido, os
camundongos TNFR1KO foram menos afetados pela exposicdo a 1,2-NQ por
mostrarem tanto no calculo da area sob a curva quanto na glicemia de jejum
diferencas estatisticamente significantes em relagcdo aos animais C57BL/6J também
expostos ao poluente (FIGURAS 17D E 17E).
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Figura 17. Teste de toleréncia a glicose (GTT) dos camundongos geneticamente
modificados. 9 semanas de exposi¢cao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ,
sendo: (A) C57BL/6J, n= 5 (veiculo) e 6 (1,2-NQ); (B) TNFR1KO, n= 5 (veiculo) e 7
(1,2-NQ); (C) TLR4KO, n= 5 (veiculo) e 5 (1,2-NQ); (D) Area sob a curva; (E)
Glicemia apods jejum de 12 horas (A-C) Média + EPM, ANOVA de duas vias seguida
do pés-teste de Bonferroni; (D-E) Média + EPM, ANOVA de uma via seguida do pds-
teste de Tukey; (A-E) *p<0,05 (comparagao entre grupos da mesma linhagem) e

#p<0,05 (comparagédo entre TNFR1KO/TLR4KO e C57BL/6J submetidos ao mesmo
tratamento).
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5.13 Efeitos da exposicao subcronica a 1,2-NQ sobre a composigao

corporal em camundongos knockouts para TNFR1 e TLR4

Na décima quarta semana de exposicao ao poluente 1,2-NQ ou veiculo, o
teste de composigédo corporal realizado por tomografia computadorizada (CT) pelo
equipamento Albira™ Si microPET-CT. Nao houve diferengca estatisticamente
significante nas massas gorda, magra e éssea nos animais selvagens expostos ao
poluente quimico atmosférico em relagdo ao veiculo (FIGURAS 18A, 18B e 18C).

Ao contrario do ocorrido com os camundongos selvagens, a exposi¢ao a
1,2-NQ modulou a composi¢ao corporal dos animais TNFR1KO que apresentaram
reducdo na massa magra e aumento na massa 6ssea (FIGURAS 18A E 18B). Na
comparagao entre os camundongos TNFR1KO e TLR4KO versus C57BL/6J houve
reducdo na massa magra dos TNFR1KO e TLR4KO e aumento na massa 6ssea dos
TNFR1KO expostos ao poluente (FIGURAS 18A E 18B). A massa gorda nao foi
alterada pela exposicdo ao poluente quimico atmosférico em nenhuma linhagem
estudada (FIGURA 18C).
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Figura 18. Composi¢do corporal por tomografia computadorizada de alta resolugéo
MicroPet-CT dos camundongos geneticamente modificados. 14 semanas de
exposi¢cao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A) Percentual de massa
magra; (B) Percentual de massa 0ssea; (C) Percentual de massa gorda; (A-C) Média
+ EPM, n= 5 (C57BL/6J, TNFR1KO, TLR4KO expostos ao veiculo do poluente e
TLR4KO exposto a 1,2-NQ), n= 6 (C57BL/6J exposto a 1,2-NQ) e n=7 (TNFR1KO
exposto a 1,2-NQ). ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey, *p<0,05
(comparacédo entre grupos da mesma linhagem) e #p<0,05 (comparagédo entre
TNFR1KO/TLR4KO e C57BL/6J submetidos ao mesmo tratamento).
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5.14 Efeitos da exposi¢ao subcrénica a 1,2-NQ sobre o percentual de
macroéfagos totais, M1 pré-inflamatérios e M2 antiinflamatérios no tecido

adiposo branco epididimal em camundongos knockouts para TNFR1 e TLR4

Cinco dias apds a décima sétima semana de exposicdo a 1,2-NQ ou ao
veiculo do poluente, os animais foram eutanasiados e o tecido adiposo branco
epididimal foi dissecado e pesado. Conforme esperado, devido a tomografia
computadorizada (CT) prévia, realizada na décima quarta semana (FIGURA 18C),
0os animais de todas as linhagens expostos a 1,2-NQ ndo tiveram alteragéo
estatisticamente significante na massa adiposa epididimal (FIGURA 19A). Nesse
sentido, o percentual de macrofagos totais marcados com F4/80 também nao teve
alteracao estatisticamente significante no grupo exposto ao poluente (FIGURA 19B).

Por outro lado, embora a exposicao ao poluente quimico atmosférico nao
tenha alterado a massa adiposa branca e o percentual de macréfagos totais das trés
linhagens estudadas, os animais selvagens expostos a 1,2-NQ tiveram aumento no
percentual de macréfagos pro-inflamatérios M1 marcados com CD11c (FIGURA
12C) e redugao (p=0,057) dos antiinflamatérios M2 marcados com CD206 (FIGURA
12D).

Ao contrario do ocorrido com os camundongos selvagens, a exposi¢ao a
1,2-NQ modulou o percentual de macrofagos M1 pro-inflamatorios dos animais
TNFR1KO que apresentaram redugdo no percentual desses fagocitos
mononucleares marcados com CD11c¢c (FIGURA 19C). Nesse sentido, os animais
TLR4KO também ndo tiveram aumento no percentual de macrofagos M1,
caracterizando entdo um possivel efeito protetor em ambas as linhagens devido a
auséncia dos receptores TNFR1 e TLR4 nesses roedores (FIGURA 19C). A
exposicao ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ n&o alterou o percentual de
macréfagos antiinflamatérios M2 marcados com CD206 no estudo com os
organismos geneticamente modificados (FIGURA 19D).
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Figura 19. Perfil inflamatério do tecido adiposo branco epididimal dos camundongos
geneticamente modificados. 5 dias apos 17 semanas de exposi¢ao ao poluente
quimico atmosférico 1,2-NQ, sendo: (A) Massa do tecido adiposo epididimal; (B) %
de macrofagos totais marcados com F4/80; (C) % de macrofagos M1 marcados com
CD11c; (D) % de macrofagos M2 marcados com CD206 (A-D) Média + EPM, n=5
(C57BL/6J, TNFR1KO, TLR4KO expostos ao veiculo do poluente e TLR4KO exposto
a 1,2-NQ), n= 6 (C57BL/6J exposto a 1,2-NQ) e n=7 (TNFR1KO exposto a 1,2-NQ).
ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey, *p<0,05 (comparacédo entre

grupos da mesma linhagem) e #p<0,05 (comparagdo entre TNFR1KO/TLR4KO e
C57BL/6J submetidos ao mesmo tratamento).
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5.15 Resumo dos resultados fisiologicos e perfil inflamatério do
tecido adiposo branco epididimal

No estudo com os camundongos C57BL/6J, a exposi¢ao subcrénica ao
poluente quimico atmosférico 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) n&o foi capaz de causar
efeito cumulativo na massa corporal (FIGURA 6B). Por outro lado, a ingestéo
alimentar foi cumulativamente menor em relacdo aos animais expostos ao veiculo do
poluente. (FIGURA 7B). Em 6 semanas de exposi¢cao ao poluente ja foi possivel
observar aumento no consumo de oxigénio e produgdo de gas carbdnico, assim
como também no gasto energético noturno (FIGURA 8). No ITT, foram observadas
maior tolerancia a insulina na curva glicémica apos 8 semanas de exposigao a 1,2-
NQ (FIGURA 9). Por outro lado, no GTT, os animais apresentaram intolerancia a
glicose apos 9 semanas de exposi¢cdo ao poluente, acompanhada de aumento da
glicemia apos 12 horas de jejum (FIGURA 10). Na composi¢cao corporal realizada
por tomografia computadorizada (CT), apés 14 semanas de exposigdao a 1,2-NQ,
nao foram observadas diferengas nas massas magra, gorda e éssea (FIGURA 11).
Em complemento, a exposi¢cdo subcronica ao poluente atmosférico ndo alterou a
massa adiposa epididimal na dissecacdo pos-eutanasia, porém, houve aumento no
percentual de macréfagos pro-inflamatoérios M1 e redugdo de macréfagos
antiinflamatérios M2 (p=0,057) (FIGURA 12).

No estudo com os camundongos geneticamente modificados em relagao
ao C57BL/6J, os animais knockouts para TNFR1 e TLR4 permaneceram com as
massas corporais cumulativas inalteradas ap6s 17 semanas de exposigcédo a 1,2-NQ
(FIGURA 13). Por outro lado, os animais TNFR1KO estiveram protegidos da redug¢ao
cumulativa na ingestdo alimentar e os TLR4KO super compensaram o efeito,
comendo mais (FIGURA 14). Além disso, ambas as linhagens mantiveram o padr&o
de aumento no consumo de oxigénio, produgao de gas carbdnico e gasto energético
(FIGURA 15). Aumento na tolerancia a insulina foi também observado em todas as
linhagens estudadas com énfase nos camundongos TLR4KO devido ao gréafico da
area sob a curva (FIGURA 16). Em complemento, ambos os animais TNFR1KO e
TLR4KO estiveram protegidos do aumento da glicemia de jejum e da intolerancia a
glicose, mas nos camundongos TNFR1KO esses efeitos foram mais evidentes
(FIGURA 17). Na composicao corporal, houve reducdo na massa magra dos
TNFR1KO e TLR4KO expostos a 1,2-NQ e aumento na massa 6ssea dos TNFR1KO
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(FIGURA 18). Os animais geneticamente modificados tiveram o mesmo padrdo de

inalterabilidade na massa do tecido adiposo epididimal e no percentual de

macrofagos M2, porém, os camundongos TNFR1KO tiveram reducao no percentual
de macréfagos M1 (FIGURA 19).

Analises C57BL/6J TNFR1KO TLR4KO

Evolucao da Massa Corporal ! - l

Percentual de Massa Magra - ! -

Percentual de Massa Gorda - - -

Evolucgao da Ingestao Alimentar ! - 1

Consumo de O2 0 0 1

Liberagcao de CO: 0 0 1

Quociente Respiratorio - - -

Gasto Energético 0 - 1

Tolerancia a Insulina 0 0 1

Tolerancia a Glicose ! - -

Glicemia - Jejum 12h 0 - -

Massa Adiposa Branca Epididimal - - -

% de Macrofagos Totais (F4/80) no Tecido - - -

Adiposo Branco Epididimal

Percentual de Macrofagos Pro-Inflamatorios M1 0 l -
(CD11c) no Tecido Adiposo Branco Epididimal

Percentual de Macréfagos Antiinflamatérios M2 | | "P=0,057 - -
(CD206) no Tecido Adiposo Branco Epididimal

Tabela 2. Resumo dos resultados fisiolégicos referentes a homeostase energética e
perfil inflamatério do tecido adiposo branco epididimal. 1 aumento em relagdo ao
controle; | redugcdo em relacdo ao controle; - sem alteragcdes estatisticamente
significantes; ANOVA de uma/duas seguida dos pés-testes de Bonferroni/Tukey ou
Teste t ndo pareado bicaudal, (1) p<0,05 e (-) p>0,05, comparagao entre animais
da mesma linhagem expostos a 1,2-NQ e ao veiculo do poluente.




64

6 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que a exposi¢cao subcrbnica a 1,2-
NQ nos animais selvagens promove leve perda de massa corporal € um
desequilibrio entre ingestao alimentar e gasto energético. Apesar de nao ter sido
observada a alteragdo da massa do tecido adiposo, houve aumento significativo do
percentual de macréfagos pré-inflamatérios M1 (CD11c) e redugéao (p=0,057) do
percentual de macrofagos antiinflamatérios M2 (CD206) no tecido adiposo branco
epididimal apds exposicdo subcrénica a 1,2-NQ. A delecdo do TNFR1 e TLR4
protegeu, pelo menos em parte, desses efeitos deletérios da exposig¢ao a 1,2-NQ.

A poluicdo atmosférica tem sido descrita como capaz de causar
desequilibrio na triade da homeostase energética, sendo ela composta pela massa
corporal, ingestao alimentar e gasto energético, podendo ter relagdo com doengas
metabolicas (AN et al., 2018; DA SILVEIRA et al., 2018; USTULIN et al., 2018).
Porém, ndo se sabe qual ou quais componentes toxicos existentes na poluicdo
atmosférica estdo causando esses efeitos no metabolismo. Por isso, este estudo se
preocupou em investigar o efeito do poluente quimico atmosférico 1,2-naftoquinona
isoladamente e verificar a sua capacidade de causar alteracbes na homeostase
energética e no perfil inflamatoério do tecido adiposo branco.

Recentemente, em um trabalho realizado no nosso grupo e ainda nao
publicado, foi revelado que a exposicdo subcronica ao MP2,5 aumentou o peso e a
ingestao alimentar e reduziu o gasto energético em camundongos C57BL/6J. Além
desses efeitos, foram observados também aumento da massa adiposa branca,
resisténcia hipotalamica a leptina, redugcdo de UCP1 no tecido adiposo marrom e
aumento da leptina e insulina circulantes. No presente estudo optou-se por
investigar o efeito de um dos poluentes que compde o MP2;5, a 1,2-NQ, derivada da
combustéo do diesel sobre a homeostase energética e verificou-se leve redugéo do
ganho ponderal dos animais selvagens expostos. Esse resultado pode ter sido
corroborado pela ingestao alimentar cumulativa reduzida. O aumento do consumo de
O:2 foi observado nesses mesmos animais o que seria incoerente com os dados de
massa corporea e ingestdo alimentar. Cabe ressaltar que a medida de consumo de
O2 foi realizada uma vez apenas durante todo o tempo de exposicdo e estava
aumentado em todas as linhagens estudadas, refletindo talvez um efeito mais agudo

da exposicdo a 1,2-NQ. Os camundongos TNFR1KO estiveram protegidos da
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reducdo da ingestdo alimentar e os TLR4KO apresentaram o efeito oposto,
consumindo mais racdo. Esses dados mostram o possivel papel dos receptores
TNFR1 e TLR4 no controle da ingestao alimentar apds a exposi¢ao subcronica ao
poluente quimico atmosférico 1,2-NQ.

Um dos fatores que poderia explicar a redugéo da ingestao alimentar nos
camundongos selvagens é a capacidade da 1,2-NQ inibir a proteina tirosina
fosfatase 1B (PTP1B), um importante regulador negativo da sinalizagao da insulina e
leptina (AHN et al., 2002; SUN et al., 2016). PTP1B é um membro da familia das
PTPs e sua principal fungéo é desfosforilar os residuos de tirosina fosforilados (LEE;
WANG, 2007). Com isso, tem-se postulado que a PTP1B desfosforila a JAK2 e a
STAT3 ativada e impede a transdugédo do sinal da leptina (LUND et al., 2005).
Portanto, seus inibidores, como a 1,2-NQ, realgariam os sinais da leptina, reduzindo
a ingestéo alimentar e aumentando o gasto energético. Camundongos deficientes de
PTP1B neuronal reduziram peso corporal e adiposidade, com aumento da atividade
espontanea e o gasto energético em dieta hiperlipidica cronica (BENCE et al., 2006).
A inibicdo da PTP1B neuronal resulta na redugao da atividade da proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK) hipotalamica, levando a alteragdes
downstream na expressao génica que aumentam o gasto energético (MARTIN et al.,
2006). A reducédo de PTB1B em neurdnios leva a supressao da atividade a2 AMPK
hipotalamica e ativacdo da a2 AMPK no musculo e no tecido adiposo marrom. Essas
alteragbes na atividade da AMPK estdao acompanhadas pela indugao de genes que
regulam o tipo de fibra muscular, biogénese mitocondrial, UCPs (proteinas de
desacoplamento), oxidagao de acidos graxos, resultando em alteragées metabdlicas
que contribuem para o aumento do gasto energético (XUE et al., 2009).

Em nosso estudo, apés 6 semanas de exposi¢cao a 1,2-NQ observamos
aumento no gasto energético noturno em todos as linhagens estudadas, entretanto,
faz-se necessario estudos adicionais para saber se a PTP1B e/ou AMPK estao
envolvidas nessa resposta.

Outra possivel hipétese para o aumento do gasto energético noturno nos
animais expostos ao poluente poderia ser a 1,2-NQ ou um subproduto estar
chegando até o tecido adiposo marrom (BAT), causando inflamagao local com
aumento da marginacdo e migracdo de mondcitos no tecido inflamado com
comprometimento no gasto energético. Nesse sentido, a mutagénese do regulador

de transcricdo nuclear Mecp2 (proteina de ligagdo a metil-CpG 2) em macrofagos
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residentes no BAT resulta em obesidade espontanea que esta ligada a alteracdo do
gasto energético e comprometimento da termogénese homeostatica, pois,
camundongos com deficiéncia de Mecp2 no subconjunto de macréfagos Cx3Cr1+
localizados no BAT ostentam baixa expressao de fatores termogénicos, como por
exemplo, a UCP1 em consequéncia do comprometimento da inervacdo simpatica
com redugao de noradrenalina (WOLF et al., 2017). Como efeito inverso, em nosso
estudo existiria entdo a possibilidade do aumento cronico de macréfagos normais
devido a inflamacgao local no BAT, com aumento proporcional de Mecp2, o que em
teoria poderia levar ao aumento do gasto energético.

A diabetes tipo 2 é caracterizado por concentragdes de glicose elevadas,
resisténcia a insulina e deficiéncia de sua secrecdo pela célula beta pancreatica
como forma de compensar a resisténcia ao hormdnio. A poluicdo atmosférica,
principalmente na sua forma mais estudada, o MP2;5, pode comprometer a fungao da
célula beta pancreatica (ALDERETE et al., 2018). Em nosso estudo, a exposigéao
subcrénica de 8 semanas a 1,2-NQ resultou em maior toleréncia a insulina em todas
as linhagens estudadas com énfase estatistica para os camundongos knockouts
para TLR4 no calculo da area sob a curva. Por outro lado, os animais selvagens
C57BL/6J apresentaram aumento da glicemia de jejum e intolerancia a glicose.

Uma possivel explicacdo para a intoleréncia a glicose nos camundongos
selvagens C57BL/6J expostos a 1,2-NQ seria o comprometimento da produgao de
insulina pelas células beta pancreaticas. Em teoria, a 1,2-NQ ou um subproduto
poderia chegar ao pancreas e causar inflamagao local, comprometendo assim, o seu
funcionamento adequado. Em adi¢c&o, a maior tolerancia a insulina encontrada em
todas as linhagens expostas ao poluente quimico atmosférico poderia ser também
explicada pela capacidade da 1,2-NQ inibir a PTP1B (AHN et al., 2002). Essa
proteina é expressa em varios tecidos de mamiferos, sendo um alvo farmacologico
para o tratamento da diabetes tipo 2 (SUN et al., 2016). Nesse sentido, a PTP1B
desfosforila os residuos de tirosina fosforilados no receptor de insulina (IR) e nos
substratos do receptor de insulina (IRSs), coordenando o balango entre fosforilagéo
e desfosforilagdo destes residuos, os quais resultam em downregulation da
transdug&o do sinal da insulina (SALMEEN et al., 2000). Por conseguinte, a alta
expressao de PTP1B tecidual resulta em falha da ligagdo da insulina e leptina aos
seus receptores, induzindo assim a resisténcia aos respectivos horménios, causando

obesidade e diabetes tipo 2 (SUN et al., 2016). Por outro lado, os inibidores de
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PTP1B podem potencialmente melhorar a resisténcia a insulina e normalizar a
glicose plasmatica e o nivel de insulina sem induzir hipoglicemia (VERMA et al.,
2017). Portanto, pequenas moléculas inibidoras de PTP1B, como a 1,2-NQ, séo
capazes de realgar os sinais da insulina, causando maior tolerdncia ao hormoénio.
Apesar dos possiveis efeitos da PTP1B no nosso modelo, os knockouts para TNFR1
e TLR4 permaneceram protegidos da hiperglicemia e intolerancia a glicose, ambas
observadas nos animais selvagens expostos a 1,2-NQ. Isso sugere que é possivel a
relevancia dos receptores TNFR1 e TLR4 no processo que levaram os animais
selvagens a hiperglicemia e intolerancia a glicose.

Quanto ao potencial inflamatério dos poluentes atmosféricos, os
resultados de um estudo mostraram que a exposicdo aos poluentes provenientes do
trafego urbano é a que causa maior risco cardiometabdlico, pois 0 MP25 dessas
fontes é mais nocivo do que o MP25 total (WEINMAYR et al., 2015). A inflamagéao
pulmonar induzida por exposigao aos poluentes atmosféricos pode causar migragao
de citocinas aos outros tecidos ou promover respostas no cérebro (BLOCK;
CALDERON-GARCIDUENAS, 2009). Adicionalmente, os componentes do MP2s
como metais de transicdo e LPS podem penetrar na vascularizagado sistémica ou
ativar receptores ftoll-like, aumentando assim a inflamacdo (RAJAGOPALAN;
BROOK, 2012). A exposigdo por 17 semanas ao MP2s5 (116,9 + 34,2 ug/m?d)
promoveu infiltragcdo de macréfagos no tecido adiposo visceral de camundongos
C57BL/6J (LIU et al., 2014a).

Em nosso estudo, a exposicdo subcronica a 1,2-NQ nao alterou a massa
adiposa epididimal nos camundongos selvagens C57BL/6J. Por outro lado, houve
aumento de macrofagos pro-inflamatérios M1 neste mesmo tecido acompanhado de
reducao (p=0,057) de macréfagos antiinflamatérios M2, o que sugere o inicio de um
estado de inflamagao subclinica presente, que antecede o sobrepeso e a obesidade.
Nos animais knockouts para TNFR1 e TLR4 nao houve alteragdo da massa adiposa
nem da porcentagem de macréfagos totais no tecido adiposo. Com relagdo ao
percentual de macrofagos M1, observa-se redugdo nos camundongos TNFR1KO
expostos a 1,2-NQ. Entretanto, ndo se pode descartar que essa reducao foi mais
decorrente do aumento de macrofagos M1 observada nos camundongos TNFR1KO
expostos ao veiculo do poluente.

Até o momento, ndo se sabe se o poluente quimico atmosférico 1,2-NQ é

capaz de se translocar dos alvéolos para a corrente sanguinea e causar danos
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diretamente no tecido adiposo ou se os efeitos inflamatorios observados nos
camundongos selvagens sido decorrentes de subprodutos da inflamag&o pulmonar
que chegaram ao tecido em questdo ou ainda, se ambos 0s mecanismos

desencadearam os resultados observados.
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7 CONCLUSOES

A exposigao subcrdnica ao poluente quimico atmosférico 1,2-NQ nao teve
associagdo com o ganho cumulativo na massa corporal e gordura em todas as
linhagens estudadas. Por outro lado, a ingestdo alimentar foi cumulativamente
menor nos camundongos selvagens C57BL/6J. Os animais TNFR1KO estiveram
protegidos dessa reducdo na ingestao alimentar e os TLR4KO apresentaram efeito
oposto, comendo mais. Também foram observados aumento no gasto energético
noturno e maior tolerancia a insulina em todas as linhagens. Por outro lado, os
animais C57BL/6J tiveram maior glicemia no jejum de 12 horas e intolerancia a
glicose, porém os knockouts para TNFR1 e TLR4 permaneceram protegidos desses
efeitos. No tecido adiposo branco epididimal, ao contrario dos resultados
encontrados nos camundongos C57BL/6J, os quais sugerem o0 comego da
inflamacéao subclinica que precede o sobrepeso e a obesidade, os animais TLR4KO
e TNFR1KO estiveram protegidos do aumento de macréfagos pré-inflamatérios M1
apos exposicao ao poluente. Esses resultados sugerem a possivel relevancia dos
receptores TNFR1 e TLR4 no processo que levou os animais selvagens as

desordens metabdlicas e inflamatdrias.
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