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EPIGRAFE

“Tanto a devastacdo causada pelas mudancas
climaticas quanto as crescentes epidemias
relacionadas ao sistema endocrino  estdo
intimamente ligadas ao crescente uso de
combustiveis fésseis e seus subprodutos. Ao
perfurar profundamente as entranhas da terra para o
carvao, o petréleo e o gas natural, alteramos
inadvertidamente e catastroficamente a quimica da
biosfera e o utero humano. Algo deve ser feito
imediatamente”.

Theo Colborn (1927-2014)"

! Trecho de carta aberta dirigida ao presidente dos Estados Unidos da América, Barack
Obama, em 2012, lida pela autora em conferéncia realizada em Atlanda em 2012.Disponivel
em :https://www.youtube.com/watch?v=2r2Rx8VRqg48.



https://www.youtube.com/watch?v=2r2Rx8VRq48

Resumo

RESUMO

PONTELLI,R.C.N.Desreguladores endocrinos e sindrome do olho
$ec0.2019.104p.Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo.Ribeirdo Preto, 2019 .

Introducéo - A sindrome do olhosecoé uma doenca multifatorial causada por
alteracoes no filme lacrimal. Os hormoénios sexuais influenciam a producao de
lagrimas e seu desequilibrio esta associado ao olho seco. Os desreguladores
ou disruptores enddcrinos pertencem a um grupo de compostos onipresentes
na natureza quese ligam a receptores hormonais alterando a producdo de
diversos horménios, inclusive os sexuais.Objetivo—Identificar uma possivel
relacdo entre a sindrome do olho seco e a exposicdo a desreguladores
endocrinos. Método— Niveis de 21 desreguladores foram medidos na urina de
pacientes com olho seco (n= 33) e individuos controle (n = 21),por meio de
cromatografia liquida e espectrometria de massa. Os voluntarios foram
submetidos a exame oftalmolégico incluindo: teste de Schirmer; teste de
coloragdo com fluoresceina e lissamina verde e teste de ruptura do filme
lacrimal. Osvoluntarios responderam a um questionario para diagnostico de
olho secoe um outro sobre caracteristicas sociodemograficas, medicamentos
utilizados, estilo de vida e doengas associadas. Resultados -O grupo olho
seco e 0 grupo controle se mostraram semelhantes em relacdo ao estilo de
vida,medicamentos utilizados e doencas associadas,com exce¢do do grupo
olho seco em relagao a doencas reumaticas(p <0,001).0s niveis de acido metil-
protocatecuico e triclocarban na urina apresentaram diferencas significativas
entre os grupos (p = 0,0189 e 0,0081, respectivamente) com o primeiro em
maior concentracdo no grupo olho seco e o segundo no grupo controle.
Associacdo entre concentracdes urinarias e dados clinicos foi avaliada.
Associacdes positivas foram encontradas entre metil parabeno, etil parabeno
eacido metil-protocatectuico com coloracdo por fluoresceina; triclocarban
comtempo de ruptura do filme lacrimal eacido metil-protocateclico comescore
do questionario para olho seco. Associacfes negativas foram encontradas
entre etil parabeno eacido metil-protocatectico com teste de Schirmer; acido
metil-protocatecuico com tempo de ruptura do filme lacrimal;triclocarban
comquestionario de olho seco e coloracdo por fluoresceina e lisamina. A
analise multivariada foi aplicada para avaliar o conjunto de desreguladores
simultaneamente. A funcdo discriminante quadratica classificou 94,4% dos
individuos em seusrespectivos grupos. Conclusdo - Metil parabeno, etil
parabeno e acido metil-protocatecuico foram associados a
maiorcomprometimento dos sinais de olho seco.Triclocarban demonstrou um
efeito protetor acidental no grupo controle. Esses achados sugerem que alguns
desreguladores podem estar associados a sindrome do olho seco. Essas
observacfes indicam que a exposicdo a esses compostos pode ser incluida na
investigacdo de causas e fatores de risco para olho seco.Estudos mais
aprofundados e multicéntricos sdo necessarios para confirmar os achados da
nossa pesquisa.

Palavras-chave: sindromes do olho seco; disruptores enddcrinos; poluentes
ambientais; doencas oculares.



Abstract

ABSTRACT

PONTELLI,R.C.N.Endocrine  disruptors and dry eye diseases.
2019.104p.Tese(Doutorado) —Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo. Ribeirdo Preto. 2019.

Introduction - Dry eye syndrome is a multifactorial disease caused by changes
in the tear film. Sex hormones influence the production of tears, and their
imbalance is associated with dry eye in different pathologies. Endocrine
disruptors belong to a group of ubiquitous compounds in nature that bind to
hormone receptors by altering the production of various hormones, including
sexual. Objective- to Identify a possible relation between dry eye syndrome
and exposure to endocrine disruptors.Methods - Levels of 21 endocrine
disruptors were measured in the urine of patients with dry eye (n = 33) and
control subjects (n = 21), using liquid chromatography coupled with mass
spectrometry. The volunteers underwent eye examination including Schirmer's
test; fluorescein staining test; green lysamine staining test and tear film rupture
test. The volunteers completed a dry eye diagnosis questionnaire and a
structured questionnaire on sociodemographic characteristics, medications
used, lifestyle, and associated diseases. Results - The dry eye group and the
control group were similar in relation to lifestyle, medications used and
associated diseases, except for the dry eye group and rheumatic disease (p
<0.001).The levels of methyl protocatechuic acid and triclocarban in urine
showed significant differences between groups (p = 0.0189 and 0.0081,
respectively)with the first in greater concentration in the dry eye group and the
second in the control group. Association between urinary concentrations and
clinical data was evaluated. Significant positive associations were found
between methyl paraben, ethyl paraben and methyl protocatechuic acid with
fluorescein-stained; triclocarban with tear film rupture time and methyl
protocatechuic acid with dry eye questionnaire score. Significant negative
associations were found between ethyl paraben and methyl protocatechuic acid
with Schirmer's test; methyl protocatechuic acid with tear film rupture time;
triclocarban with dry eye questionnaire and fluorescein and lysamine staining.
Multivariate analysis was applied to evaluate the set of deregulators
simultaneously. Quadratic discriminant function classified 94.4% of the
individuals in their respective groups. Conclusion - Methyl paraben, ethyl
paraben and methyl protocatechuic acid were associated with greater
impairment of dry eye signals, while triclocarban demonstrated an accidental
protective effect in the control group. These findings suggest that some
deregulators may be associated with dry eye syndrome. These observations
indicate that exposure to these compounds may be included in the investigation
of causes and risk factors for dry eye in the clinical context and epidemiological
studies. Further multicenter studies are needed to confirm our research findings

Keywords: dry eye syndrome; endocrine disruptors; environmental
contaminants; ocular diseases.
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1.INTRODUCAO

O aumento populacional observado nas Ultimas décadas aliado ao avanco
tecnoldgico acelerou o consumo, e como consequéncia inevitavel desse processo,
ocorreu um aumento na concentracdo de poluentes ambientais na natureza. O
avanco da industrializagdo, ocasionou um aumento significativo de bens de
consumo, e associado a isso, um descarte crescente na natureza de subprodutos
oriundos do processo de producdo. Todo processo produtivo incide na geracéo de
residuos que sdo descartados, em grande parte, sem um tratamento adequado,
acarretando uma sobrecarga de poluentes no meio ambiente. Importante destacar
gue nem todos os poluentes resultam de processo produtivo, existem alguns, como
hormbénios excretados por animais e seres humanos, que contaminam o solo e 0s
corpos hidricos sendo considerados contaminantes ambientais de origem
natural(CORREIA; FONTOURA, 2015;LANDRIGAN; FULLER, 2015).

Pesquisas comprovam a influéncia da exposicdo a poluentes na saude dos
animais, incluindo a espécie humana, principalmente em paises nos quais as leis
regulatérias sdo amenas, ou deixam de ser cumpridas por falta de fiscalizagao.
Algumas doencas associadas a exposicdo sdo classicas na literatura, como
problemas respiratorios associados a poluicdo do ar. O fato de encontrarmos
poluentes na agua, no ar, e nos alimentos, torna praticamente impossivel a nao
exposicdo, e consequentemente, o surgimento de doencas resultantes desse
processo(BILA; DEZOTTI, 2007;BRUGHA; GRIGG, 2014).

Na natureza, tanto na &agua quanto no ar, encontramos um grupo de
poluentes ou contaminantes ambientais cujos representantes pertencem a diferentes
classes quimicas, mas que apresentam em comum a capacidade de desregular
nosso sistema enddcrino, alterando a producdo de diversos horménios e afetando a
homeostase dos organismos vivos. Esses compostos sdo denominados disruptores
ou desreguladores endocrinos (DE). A exposicdo a esses compostos afeta
principalmente érgéos relacionados a reproducdo, interferindo na preservacao das
espécies, entretanto, outros 6rgdos também séo afetados. O fato de ocorrer uma
desregulacédo na producdo de horménios faz com que, de maneira geral, qualquer
orgao cujos tecidos possuam receptores hormonais possa ser afetado (DIAMANTI-
KANDARAKIS et al., 2009;FRYE et al., 2012).
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O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a relagao entre a concentracdo de DE
nos portadores de sindrome do olho seco (SOS) comparados a um grupo controle.
Nossa hipbtese é que a exposicdo aos DE possa estar envolvida em doencas
oculares, com foco na SOS, uma vez que os receptores de hormdnios androgénicos
e estrogénicos tém sido descritos nas glandulas meibomianas, no epitélio
conjuntival, na superficie da cornea e nas glandulas lacrimais (ROCHA et al.,
2000;WICKHAM et al., 2000;GUPTA et al., 2005). A literatura evidencia estudos em
modelos animais e humanos relatando o impacto do meio ambiente na fisiopatologia
do olho seco (ALVES et al., 2014a). A desregulacdo hormonal provocada por DE
nos tecidos oculares, pode estar relacionada ao surgimento ou agravamento do olho

SEeCO.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1.SINDROME DO OLHO SECO

2.1.1. Definigéo e conceitos gerais

Historicamente a SOS foi definida como uma doencga na qual a fase aquosa
do filme Ilacrimal estava diminuida.Posteriormente as definicbes foram se
embasando em estudos mais aprofundados queabordavam além da alteracdo do
filme lacrimal, um aumento da evaporacdo da lagrima. Em 2007 um relatério do

Internacional Dry Eye Workshop definiu a doenga:
Olho seco é uma doenca multifatorial da lagrima e da superficie ocular que
resulta em sintomas de desconforto, alteracfes visuais e instabilidade
lacrimal com potencial de dano a superficie ocular. E acompanhada por
aumento da osmolaridade do filme lacrimal e inflamacdo da superficie
ocular(LEMP, 2007).

Em 2017 uma equipe de pesquisadores de 23 paises reavalia os dados
referentes ao olho seco e publica no relatério TFOS DEWS Il (Tear Film & Ocular

Surface Society and Dry Eye Workshop) uma definicdo mais atualizada:

O olho seco é uma doenca multifatorial da superficie ocular caracterizada
pela perda da homeostase do filme lacrimal e acompanhada por sintomas
oculares, na qual a instabilidade e hiperosmolaridade do filme lacrimal,

inflamacéo e danos da superficie ocular e anormalidades neurossensoriais

desempenham papéis etiolégicos(CRAIG et al., 2017).

A SOS resulta da perda da homeostase do filme lacrimal pela deficiéncia de
algum componente que esta relacionadocom a funcionalidade da superficie ocular. A
unidade funcional da superficie ocular € composta pelo filme lacrimal, os epitélios da
cérnea e limbal,células epiteliais da conjuntiva e pelas glandulas de meiobomio e
lacrimais(ROLANDO; ZIERHUT, 2001).0 conceito de unidade funcional lacrimal foi
apresentado em 1998 para descrever a relacdo entre a superficie ocular e as
glandulas lacrimais, tanto na secrecdo lacrimal normal quanto durante a
inflamacdo(STERN et al., 1998).0 filme lacrimal é composto por trés camadas: a
camada lipidica mais externa, a camada aquosa intermediaria e a camada de

mucina mais interna.
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A camada lipidica é produzida pelas glandulas meibomianas cuja principal
funcdo é prevenir a evaporagéo das lagrimas e contribuir para a estabilidade do filme
lacrimal(ROLANDO; REFOJO; KENYON, 1985). A camada aquosa é produzida
principalmente pelas células epiteliais dos ductos lacrimais e € responsavel pelo
transporte de nutrientes e oxigénio para a coérnea(SHARMA; HINDMAN,
2014;MANTELLI et al., 2016).Essa camada responde de maneira rapida a
agressoes sofridas por condicbes ambientais e corporais adversas. A resposta
ocorre devido a producdo de fatores anti-inflamatérios como as interleucinas,que
auxiiam na modulacdo das respostas a efeitos adversos da superficie
ocular(THAKUR; WILLCOX; STAPLETON, 1998).A camada de mucina é produzida
pelas células caliciformes e epiteliais do tecido conjuntivo e da cérnea. Essas células
sintetizam a glicoproteina mucina 1 que € parte integrante do glicocalix.As células da
conjuntiva também produzem outros tipos de mucina, como a mucina 4. Oglicocalix
desempenha funcéo importante para que as lagrimas possam se aderir a superficie
anterior do olho. As mucinas permitem que a viscosidade da lagrima possa ser
alterada de acordo com a intensidade de piscadas do individuo(INATOMI et al.,
1996;GIPSON; INATOMI, 1998).

Deficiéncias, em qualquer uma das trés camadas, causadas por fatores
diversos como doencas sistémicas, medicacdes tanto topicas quanto sistémicas e
fatores ambientais podem levar a doenca(ROLANDO; ZIERHUT, 2001).0s fatores
ambientais podem causar danos aos tecidos oculares, levando adesdobramentos
gue alteram a instabilidade do filme lacrimal, quer por diminuir a secrecao lacrimal,
guer por aumentar a evaporacao da lagrima.A deficiéncia de lagrima em pacientes
gue apresentam olho secogera um estado inflamatorio crénico na superficie ocular e
na glandula lacrimal. Essa inflamacdo desencadeia a secrecdo de citocinas
inflamatdrias tanto na glandula lacrimal quanto na superficie ocular. A medida que a
inflamacdo aumenta, ha uma perda de producdo lacrimal devido aos linfocitos
infiltrados, um aumento da secrecdo de citocinas inflamatorias, uma eventual
destruicdo da glandula lacrimal, a disfuncédo da glandula lacrimal remanescente e a
perda do reflexo de respostalacrimal aos impulsos nervosos sensoriais(STERN et
al., 1998;STERN et al., 2004).Diante dessa condi¢cdo,a SOS segue um ciclo vicioso
no qual os fatores de risco como estimulos externos afetam individuos susceptiveis
agredindo os tecidos oculares, 0 que gera uma resposta inflamatéria que leva a uma

instabilidade do filme lacrimal aumentando a evaporagdo, causando
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hiperosmolaridade da lagrima que causa um dano direto na superficie ocular, o que
induz a inflamacgé&o fechando dessa forma o ciclo(ROLANDO; ZIERHUT, 2001).

2.1.2. Prevaléncia e incidéncia

Em 2017, uma comissdo de pesquisadores publicou uma revisdo com
metanalise dos estudos sobre prevaléncia e incidéncia da SOS dos ultimos 10 anos,
estratificada por idade e sexo. A prevaléncia do olho seco, segundo essa reviséo,
aumenta com a idade e é mais frequente em mulheres variando de 5 a 50% em
estudos envolvendo sintomas com ou sem sinais. Ainda com dados do relatério,os
povos asiaticos utilizando os mesmos critérios diagndsticos e faixa etaria
semelhante, apresentaram maior prevaléncia de instabilidade lacrimal do que os
caucasianos(STAPLETON et al., 2017).

Varios fatores contribuem para a determinacdo da prevaléncia em estudos
populacionais e talvez seja essa razdo pela qual observamos uma faixa ampla de
variacao entre os estudos. Alguns autores abordam apenas sintomas, outros sinais
ou ainda sinais e sintomas simultaneamente. O relatério citado acima afirma que as
taxas de prevaléncia baseadas no relato de sintomas sdo mais consistentes do que
aquelas que incluem os sinais. Estudos em que o diagnostico foi baseado
principalmente em sinais geralmente relataram taxas mais altas e mais variaveis,
atingindo até 75% em certas populacoes.

Alguns estudos determinaram taxas de prevaléncia diferentes em relacdo ao
sexo, como por exemplo um estudo realizado no Japdo obtendo taxas de 21,6%
para mulheres contra 12,5% para homens (UCHINO et al., 2011), outros diferem
taxas por regiées como caso de um estudo na Coreia do Sul onde a prevaléncia na
area metropolitana foi de 1,67% comparada a de 1,58% na area rural(UM et al.,
2014). Um estudo realizado nos Estados Unidos da América (EUA) somente com
mulheres com idade superior a 50 anos apresentou prevaléncia de
7,8%(SCHAUMBERG et al., 2003).No Brasil um estudo recente envolvendo mais de
trés mil participantes de cinco regides geopoliticas diferentes foi realizado a fim de
determinar a prevaléncia de olho seco na populacdo, sendo o primeiro estudo com
uma grande amostra populacional na América Latina. A prevaléncia geral de olho
seco foi de 12,8%(CASTRO et al., 2018).Na india um estudo observacional foi

realizado entre 2010 e 2018 com 1.458.830 pacientes de um hospital oftalmoldgico.
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Desse total 21.290 (1,46%) pacientes foram diagnosticados pela primeira vez com
olho seco durante o estudo. A incidéncia foi de 2.688 por milhdo de habitantes em
criangas e 16.482 por milhdo de habitantes em adultos. Os fatores de risco
evidenciados nesse estudo foram: Idade (OR 3,7-13,5), residéncia urbana (OR 1,6),
ocupacéao profissional (OR 1,5); aposentadoria / desemprego (OR 1,24) e status
socioeconémico (OR 1,6-3,2)(DONTHINENI et al., 2019).Recentemente um estudo
retrospectivo foi publicado nosEUA usando os dados do Sistema Militar de Saude
entre 1° de janeiro de 2003 e 31 de marco de 2015 comidade variando de 2 a 80
anos. A incidéncia anual de olho seco foi calculada para o periodo entre 2008 e
2012. As taxas anuais de incidéncia na populacdo geral variaram entre 0,55% e
0,87%, com uma tendéncia crescente ao longo do tempo. Quando estratificadas pela
idade as taxas de incidéncia variaram de 0,15% a 0,26% em individuos de 18 a 39
anos, de 0,42% a 0,65% entre 40 e 49 anos e de 1,03% a 1,62% com 50 anos ou
mais (DANA et al., 2019).

2.1.2 Fatores de risco

Apesar do amplo conhecimento sobre a SOS, ainda existem muitos
guestionamentos a respeito das causas que levam um individuo a apresentar uma
diminuicdo ou auséncia total na producéo de lagrima. Fatores de risco como idade,
sexo, doenca do tecido conectivo, sindrome de Sjogren, disfuncées hormonais, uso
de computador e lentes de contato por longos periodos, uso de ar condicionado por
longos periodos,terapia de reposicdo estrogénica, uso de medicacdo (anti-
histaminicos, antidepressivos, ansioliticos, isotretinoina), poluicdo atmosférica e
baixa umidade do ar podem estar associados ao surgimento do olho seco(MOSS;
KLEIN; KLEIN, 2000;UCHINO et al., 2011; PAULSEN et al., 2014).

Um fator de risco que deve ser considerado por estar ligado com a exposi¢cao
a DE é o estresse oxidativo.A hipbtese de que 0 estresse oxidativo nos tecidos
oculares pode estar envolvido na patogenia do olho seco ja foi abordada por
diversos autores (ROCHA et al., 2008, WAKAMATSU; DOGRU; TSUBOTA,
2008;UCHINO et al., 2012a;UCHINO et al., 2012b).Evidéncias de que o estresse
oxidativo constante pode levar a doencas oculares se deve ao fato do terem sido
encontradas altas taxas de marcadores de danos oxidativos nesses
tecidos(NAKAMURA et al., 2007;ZHENG et al., 2015;KRUK et al., 2016;). O estado
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inflamatério constante de pacientes acometidos por olho seco geram espécies
reativas de oxigénio (ERO) pela acdo dos leucocitos polimorfonucelares.As enzinas
antioxidantes do tecido ndo sédo capazes de eliminar as ERO na sua totalidade e
uma das consequéncias é a peroxidacéao lipidica que foi detectada em altos niveis
em pacientes com olho seco(AUGUSTIN et al., 1995).Um estudo induziu células da
cérnea humana a hiperosmolaridade e concluiu que esse estado resultou no
aumento de ERO devido a peroxidacdo lipidica(DENG et al., 2015). As reacdes
inflamatérias como fonte de ERO séo reportadas em outros estudos envolvendo
doencas oculares(SHOHAM et al., 2008;KOJIMA et al., 2012;WAKAMATSU et al.,
2013;ANDRADE et al., 2014).

Radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos
de nitrogénio e ndo de oxigénio sdo denominados de ERN (espécies reativas de
nitrogénio). Dentre as principais ERN incluem-se o oxido nitrico (ON).O ON é um
radical livre potencialmente toxico produzido a partir da L-arginina, por uma reacao
mediada pela enzima Oxido nitrico-sintase . Células epiteliais da conjuntiva de
portadores de olho seco revelaram uma expressdo aumentada da enzima Oxido
nitrico-sintase e também da presenca de malondialdeido, subproduto téxico da
peroxidacao lipidica (CEJKOVA et al., 2007).

Outro fator de risco importante sdo as disfungcdes hormonais que também
podem estar relacionadas a exposicdo a DE. Nas glandulas meibomianas, no
epitélio conjuntival, na superficie da coérnea e nas glandulas lacrimais sé&o
encontrados receptores para hormdnios sexuais como estrogénio, androgénio e
progesterona(WICKHAM et al., 2000;GUPTA et al., 2005).Desta forma, os
hormonios representam papel significativo na homeostase do filme lacrimal pelo fato
da producdo de seus componentes ser regulada por mecanismos neuronais e
hormonais(ROCHA et al.,, 2000;ROLANDO; ZIERHUT, 2001).As alteracdes
hormonais podem desencadear processos inflamatérios alterando a funcionalidade
do filme lacrimal e dessa maneira propiciar o surgimento do olho seco(SUZUKI et al.,
2002;TRUONG et al.,, 2014).Estudos demonstraram que a presenca desses
receptores hormonais, tanto estrogénicos quanto androgénicos, tém uma influéncia
significativa sobre a funcdo exercida pela glandula de meib6mio devido a sua
atuacdo na producéo de lipideos e regeneracéo tecidual(MARIN-CASTANO et al .,
2003).0s androgénios aumentam a producao de lipideos nas glandulas enquanto os

estrogénios e a progesterona reprimem essa producdo, funcionando entdo de
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maneira antagodnica(SUZUKI et al., 2002;VERSURA; GIANNACCARE; CAMPOS,
2015).

Alguns autores afirmam que uma das maiores causas de olho seco ocorre por
uma disfuncdo das glandulas de meibomio (ROCHA et al., 2000;ROLANDO;
ZIERHUT, 2001;SUZUKI et al., 2008;NICHOLS, 2011).0s androgénios agem
regulando positivamente os niveis de RNAm (&cido ribonucleico mensageiro) das
enzimas lipogénicas, que sdo a chave nas vias de colesterol e acidos graxos da
glandula meibomiana(SCHIRRA et al., 2006).Em situagdes onde ocorre a deficiéncia
androgénica ocorre também uma disfuncdo da glandula meibomiana, devido a um
perfil lipidico alterado das secrecfes da glandula,acarretando um tempo de ruptura
do filme lacrimal diminuido e olho seco funcional(SULLIVAN et al., 2002).0
estrogénio também afeta a glandula de meibédmioquando sua producado € alterada,
inibindo a secrecdo lipidica o que propicia um estado inflamatorio(VERSURA,
GIANNACCARE; CAMPOS, 2015;GOLEBIOWSKI et al., 2016).A diminuicdo na
producéo de estrogénio nédo afeta somente as glandulas de meibé6mio como também
as lacrimais, acarretando lesdes que podem levar a necrose e apoptose celular, e
nesse caso, levando a um olho seco por deficiéncia aquosa(AZZAROLO;
EIHAUSEN; SCHECHTER, 2003)(MOSTAFA; SEAMON; AZZAROLO, 2012).0 fato
de a menopausa ser um fator de risco para olho seco poderia ser justificado pela
diminuicdo dos niveis de estrogénio.

Estudos em modelo animal demostram o papel relevante que os horménios
tém sobre a homeostase do filme lacrimal.No modelo animal a glandula meibomiana
de camundongos demostrou a presenca de RNAm para todas as principais enzimas
lipogénicas presentes na sintese de colesterol e acidos graxos envolvidos na sintese
de lipideos(SCHIRRA et al., 2006). A influéncia do androgénio na expressao génica
na glandula lacrimal foi avaliada por meiode testeRT-PCR (do inglés: Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction Quantitative Real Time) no tecido
glandular de camundongos tratados previamente com testosterona versus controle.
Os resultados demonstram que a testosterona regula a expressédo de mais de 2000
genes na glandula lacrimal(RICHARDS et al., 2005).

Tecidos da glandula lacrimal, células epiteliais acinares da glandula lacrimal,
glandula meibomiana, palpebra, conjuntiva palpebral e bulbar, cornea, iris e retina
de ratos Sprague-Dawley foram coletados para andlise de receptores de estrogénio

e androgénio por RT-PCR, sendo detectados receptores para o0s hormonios



26
Referencial Tedrico

esteroides sexuais em todos os tecidos (WICKHAM et al.,, 2000).Em fémeas
Sprague—Dawley saudaveis que foram ovarioectomizadas, houve uma diminuigdo
significativa na formacgédo de lagrimas de 6.6 mm/min para 4.2 mm/min e aumento do
escore do teste de coloragcédo por fluoresceina em comparagdo com 0s controles
apos 2 meses. Apos a analise, as fémeas passaram por um periodo de reposicao de
estrogénio que aumentou significativamente a formacédo de lagrimas demonstrando
a influéncia do estrogénio no tecido ocular (KUMAR et al., 2017).0s resultados
dessas pesquisas podem corroborar com a teoria de que os olhos representam um
orgdo alvo para horménios sexuais, entretanto como ainda existem muitos

guestionamentos relativos a etiologia do olho seco, podemos supor que outros

hormdénios também possam estar envolvidos.

2.2.DESREGULADORES ENDOCRINOS

2.2.1. Definicao e historico

Contaminantes ambientais capazes de desregular o sistema endocrino dos
organismos vivos sao comumente denominados DE,porém existem outras
terminologias como perturbadores endocrinos, interferentes enddcrinos e
interferentes hormonais(LINTELMANN et al., 2003).A descoberta de que compostos
de diferentes classes quimicas teriam em comum a capacidade de alterar a
producéo/excrecdo de hormdnios nos seres vivos é relativamente recente, apesar
dos compostos ja existirem ha longo tempo. Em 1938 foi criado o primeiro estrdgeno
sintético denominado dietilestilbestrol (DES) utilizado por milhares de mulheres
gravidas entre 1940 e 1970 para prevenir o aborto e diminuir o desconforto dos
enjoos. Anos depois, quando filhos dessas maes entraram na puberdade, foram
observados distarbios nos aparelhos reprodutores desses jovens e constatou-se que
eram efeitos ocasionados pelo estrogénio sintético(MILLS; CHICHESTER,
2005;MONNERET, 2017).Na mesma época, ecologistas de varias partes do mundo
notaram disturbios relacionados a reproducdo em animais selvagens, que estavam
causando sérios impactos na preservagdo de diferentes espécies. Esses efeitos
foram ligados a exposicdo a produtos quimicos ambientais que somente mais tarde
seriam conhecidos como DE(FRY, 1995).
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O grande passo dado para o entendimento desses distlrbios, que estavam
sendo observados em diferentes espécies animais, ocorreu devido a grande
determinacao e espirito questionador da bidloga americana Rachel Carson, que em
1962, publicou o livro “Silent Spring” traduzido para o portugués (Rachel Carson.
Primavera Silenciosa. Ed. Guaia, Pag. 327, 2010)fruto de anos de estudos sobre
contaminacdo ambiental por produtos quimicos. Carson analisou 0s impactos
ambientais da pulverizagdo indiscriminada de dicloro difenil tricloroetano ( DDT) nos
EUA e identificou que o DDT e outros pesticidas tinham associacdo com cancer em
animais silvestres e que seu uso era uma ameaga a vida selvagem(BONZI, 2013).
Em 1972, dez anos ap0s, em resposta a evidéncia de efeitos ambientais e
toxicoldgicos expostos no livro de Rachel Carson, a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (EPA-Environmental Protection Agency) anunciou que o uso geral do DDT
seria banido nos EUA. No Brasil, s6 em 2009 sua fabricacdo, importacao,
exportacdo, manutencdo em estoque, comercializacao e uso foi proibida pela Lei n°.
11.936 de 14 de maio de 2009(D’AMATO; TORRES; MALM, 2002).

Nos anos 1990, crocodilos no Lago Apopka (EUA), apresentaram
desequilibrios populacionais devido a disturbios enddécrinos que afetaram a
reproducdo. Expostos a varios pesticidas persistentes no meio ambiente,incluindo
DDT,apresentavam niveis elevados de estrogénio, Orgdos sexuais atrofiados e
anormalidades genéticas(GUILLETTE et al., 1994).A pesquisadoraTheodora Colborn
em 1988 revelou que aves, peixes, mamiferos e répteis transferiam substancias
guimicas persistentes para seus filhos. Apos anos de pesquisa lancou em 1996 o
livro “Our Stolen Future ” ,traduzido atualmente para diversos paises (no Brasil sob o
titulo Nosso Futuro Roubado da editora L&PM em 1997)(KWIATKOWSKI et al.,
2016).Diante dos fatos e da divulgacdo de vérios estudos envolvendo compostos
capazes de alterar a funcdo normal de organismos vivos por meio de alteracao
hormonal, muitas comissdes em diferentes paises comecaram a se organizar para
aprimorar conhecimento sobre o tema. Uma conferéncia em 1991 em Racine,
Wisconsin, EUA reuniu um grupo multidisciplinar de especialistas para avaliar o
assunto. Nao ocasido, um relatério foi produzido descrevendo os problemas
caudados por DE, tanto na vida animal, como em seres humanos, com énfase no
fato de que a exposicao no periodo de desenvolvimento poderia levar a doencas na

vida adulta. Era o inicio dos estudos para o entendimento dos mecanismos de agéo
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desses compostos(BERN, 1992).Em 1997 foi publicado pela EPA a definicdo de DE

como:
“Agente exdgeno que interfere com sintese, secrecdo, transporte, ligacao,
acao ou eliminacdo de hormdnio natural no corpo que séo responsaveis pela
manutengdo, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos
organismos’(DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).

Em 2002 a Organizacao Mundial de Saude emitiu a primeira avaliacao global
sobre o estado da ciéncia dos DE baseada nos impactos desses compostos na
reproducdo, no comportamento neuroldgico, no cancer, no sistema imunologico e
em outros sistemas enddécrinos. Naquela ocasido uma definicdo mais atualizada foi

publicada:
“Um desregulador enddcrino é uma substancia ou mistura exégena que altera
a (s) funcao (Ges) do sistema endocrino e, consequentemente, provoca
efeitos adversos a salde em um organismo intacto ou em sua descendéncia
ou (sub) populactes”.
E a definicdo de compostos potenciais desreguladores:

“Um potencial disruptor endécrino € uma substancia ou mistura exégena que
possui propriedades que poderiam levar a ruptura enddcrina em um

organismo intacto, ou em sua progénie, ou (sub) populacbes’(DAMSTRA et
al., 2002).

A “Endocrine Society”, uma organizacao internacional dedicada a assuntos
relacionados a horménios, reuniu em 2008 um grupo de especialistas para revisar o
estado da ciéncia sobre os efeitos endocrinoldgicos dos DE. Na ocasido listaram
compostos relacionados a obesidade, diabetes, reproducao, varios tipos de cancer,
bem como altera¢des no sistema neuroendocrino(GORE et al., 2015).Em 2012 os
dados da avaliacao realizada em 2002 pela Organizacdo Mundial de Saude foram
entdo atualizados na “World Health Organization State of the Science of Endocrine
Disrupting Chemicals” com avanc¢os no que se diz respeito amecanismos de acao,
efeitos biolégicos e impactos na saude. O relatério dessa avaliacao classificou os DE
como uma ameaca em escala mundial, responsavel pela elevada tendéncia para o
aumento de diversas doencas relacionadas ao sistema enddcrino (BIRNBAUM,
2013).Em 2019 o Parlamento Europeu apresentou o conhecimento cientifico atual
sobre os efeitos na saude dos DE. O relatorio apontou evidéncias cientificas sobre o
conceito de desregulacdo endocrina, a extensdo da exposicdo e seus efeitos. A

comissao responsavel considerou que:
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“Os desreguladores enddcrinos compreendem uma categoria de produtos
guimicos que suscita um nivel de preocupacé@o equivalente as substancias
classificadas como cancerigenas, mutagénicas e toxicas para a reproducao”
(GIESEKE, 2019).

2.2.2. Caracteristicas gerais

Os DE estdo onipresentes na natureza e nenhum ser vivo esta isento do
contato com esses compostos. A exposi¢cdo, mesmo em doses diminutas, na ordem
de nanogramas/litro (ng/l) pode causar desregulacdo enddécrina(BILA; DEZOTTI,
2007).Possuem a capacidade de bioacumulacédo, principalmente no tecido adiposo,
devido alipoafinidade da maioria dos representantes (GEYER et al., 2000).Em
relacdo ao mecanismo de acdo, apresentam respostas ndo tradicionais na curva
dose-resposta.Devido a complexa dindmica da ocupacdo e saturacdo dos
receptores hormonais, baixas doses podem ter impacto negativo maior nos tecidos
alvo que as altas doses(VANDENBERG et al., 2012).

Analisar os efeitos dos DE nos organismos vivos € uma tarefa complexa pois
além da dose de exposicao outros fatores como sexo, idade e associacao de dois ou
mais DE afetam de maneira distinta os organismos(NOGUERA-OVIEDO; AGA,
2016).A exposicdo durante a vida intra uterina apresenta seus efeitos deletérios
mais acentuados, e criancas, em especial 0s recém-nascidos, sdo mais
afetados(CASTRO-CORREIA; FONTOURA, 2015).Algumas razbes para a
exposicao causar mais danos nos fetos e nas criancas se deve ao fato de que os
mecanismos de reparo do acido desoxirribonucleico (DNA) e um sistema
imunolégico mais desenvolvido ndo estarem totalmente funcionais nessa fase da
vida, alem disso apresentam uma taxa metabdlica mais acelerada, o que resulta em
um aumento significativo de toxicidade (NEWBOLD; PADILLA-BANKS;
JEFFERSON, 2006).A associacdo de dois ou mais DE pode apresentar um
sinergismo onde a atividade é superior a exposicao isolada, isso pode ser explicado
pelo fato de um DE ter a capacidade de aumentar o niumero de receptores celulares
enquanto o outro ter a capacidade de ativacdo dos mesmos(DIAMANTI-
KANDARAKIS et al., 2009;VANDENBERG et al., 2012).Em sintese, os DE:

I.  Agem diretamente nos receptores hormonais ou nas proteinas que
controlam horménios;

. A afinidade a um receptor ndo depende somente se sua poténcia, mas de
um conjunto de fatores;
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. Produzem curva dose-resposta néo linear tanto in vitro como in vivo;
IV.  Alguns interagem simultaneamente com varios receptores;

bY

V. A sensibilidade a desregulacdo endécrina € maior durante o
desenvolvimento de tecido;

VI. A desregulacdo enddcrina representa uma forma especial de toxicidade, e
isso deve ser levado em consideragdo ao interpretar os resultados de
estudos;

Vil.  Possuem efeitos aditivos em exposi¢des simultaneas.

2.2.3. Origem e classificagéo

A ocorréncia dos DE no meio ambiente pode ser de origem natural como
hormoénios produzidos pelos seres vivos e fitoestrogenos, e de origem sintética que
inclui um vasto numero de representantes como produtos utilizados como solventes,
lubrificantes, herbicidas, fungicidas, pesticidas, ou utilizados para fabricacdo de
cosmeéticos, artigos de limpeza, retardadores de chama, selantes dentarios e alguns
medicamentos como DES(NOHYNEK et al., 2013;KABIR; RAHMAN; RAHMAN,
2015;).0s exemplos citados possuem uma estrutura quimica diversificada com
caracteristicas bastante distintas, entretanto todos apresentam mecanismos de
desregulacédo enddcrina. No Quadro 1, alguns exemplos de DE e seus respectivos

usos.
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Quadro 1- Origem, classes, representantes e principais usos dos desreguladores endécrinos.

Origem Classes Representantes Uso
Natural Estrégenos 17B- Estradiol, Estrona, -
naturais Estriol.
Fitoestrégenos Genisteina,Metaresinol, -
Daidzeina.
Sintética | Alquil Fenois Nonilfenol, Octilfenol. Plastificantes, antioxidantes e

foto-estabilizantes utilizados
em detergentes, tintas,
herbicidas, agentes
umectantes e cosmeéticos.

Antimicrobianos

Triclosan, Triclocarban.

Antisséptico, desinfetante, con
servante em cosméticos,
produtos de limpeza

Benzofenonas Benzofenona-3 Filtro solar em cosméticos e
medicamentos
Bifenilas Monoclorobifenila, Transformadores e
Policloradas Diclorobifenila, condensadores elétricos
Decaclorobifenila (passado), plastificante de
tintas, subproduto de varios
processos industriais.
Bisfenois Bisfenol A,Bisfenol S, Plasticos como policarbonatos

Bisfenol F.

e resinas epoxi, resina
dentaria, revestimento de latas
de alimentos.

Eteres Difenilicos
Polibromados

Pentabromodifenil éter,
Hexabromodifenil éter,
Octabromodifenil éter.

Retardadores de chama em
moveis, aparelhos eletrénicos,
materiais de construcao.

Ftalatos Butil benzil ftalato, Cosmeéticos, embalagens de
Dibutil ftalato, alimentos e bebidas,
Dietil ftalato. brinquedos, materiais de
construgéo materiais
hospitalares.
Fungicidas Vinclozolina, Agricultura
Carbendazine,
Penconazol.
Herbicidas Atrazina Agricultura
Hidrocarbonetos Naftalina,Antraceno, Formados principalmente, pela
Policiclicos Fluoranteno, Pireno. combustdo incompleta da
Aromaticos matéria organica (queima de
carvdo, escapamentos de
veiculos, O6leos lubrificantes
usados em motores.
Inseticidas DDT, DDE, Deltametrin. Controle de pragas

Metais Pesados Cadmio, Mercurio, Zinco, Baterias, tintas, vernizes e
Chumbo. lampadas.

Parabenos Metilparabeno, Conservantes em alimentos,
Etilparabeno cosmeéticos,  produtos  de
Propilparabeno, higiéne pessoal.
Butilparabeno.

Produtos DES, 17a-etinilestradiol, Medicamentos

Farmacéuticos Naproxeno.

Abreviag6es: DT:diclorodifenildicloroetano;DDE:diclorodifeniltricloroetano; DES:dietilestilbestrol
Adaptado:(BILA; DEZOTTI, 2007;KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015;CORREIA; FONTOURA, 2015).
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2.2.4. Fontes de exposicao

O contato com os DE ocorre por diferentes rotas e exposicdo.Nos corpos
hidricos estdo presentes residuos da indulstria, agrotéxicos, produtos de higiene,
beleza e metabolitos de medicamentos. Esses compostos néo s&o eliminados
completamente pelos meios tradicionais de tratamento de &guas residuais(KIM et
al., 2007;SCHENCK et al., 2012). Os alimentos também séo fontes de DE por
conterem produtos agroquimicos utilizados na lavoura/producdo como pesticidas,
herbicidas, fungicidas ou por estarem armazenados em embalagens nas quais foram
utilizados compostos como bisfendis e ftalatos na sua fabricacdo. Alguns estdo
presentes no dia a dia devido a habitos diarios de higiene e beleza como sabonetes,
shampoo, detergentes, cosmeéticos entre outros(MONNERET, 2017).

O ar que respiramos também pode conter DE como ftalatos, alquilfenéis e
seus metabdlitos, pesticidas, dioxinas e retardadores de chama bromados que ja
foram encontrados no ar e na poeira de residéncias(RUDEL et al., 2003).Através da
placenta e do leite materno alguns DE passam para o feto ou recém-nascido sendo
uma rota de exposicao com efeitos deletérios que podem se manifestar somente na
puberdade ou vida adulta(TSUTSUMI, 2005;ZIMMERS et al., 2014).De maneira
geral as maiores exposi¢cdes ocorrem por meio da inalacdo do p6 das residéncias e
da alimentacdo/agua (FRYE et al., 2012),entretanto esse dado pode ser alterado

devido ao estilo de vida da pessoa ou a atividade ocupacional.

2.2.5. Mecanismos de acao

Os horménios possuem especificidade por seus receptores e essa
particularidade contribui para a homeostase dos tecidos hormdniodependentes.O
fato € que, apesar dessa condi¢cdo, os DE conseguem se acoplar aos receptores,
ativando ou inativando os mesmos e diferentemente dos horménios que possuem
uma meia-vida conhecida, esses compostos podem permanecer inalterados
acumulando-se no organismo(NOHYNEK et al., 2013). Inicialmente pensava-se que
os DE exerciam suas acdes exclusivamente por meio de receptores estrogénicos
(ER, do inglés estrogen receptor) e receptores androgénicos (AR ;do inglés
androgen receptor), entretanto, com o avango das pesquisas, tanto in vitro como em

animais, outros receptores foram associados ao mecanismo de acao dos DE(DE
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COSTER; VAN LAREBEKE, 2012). Atualmente os mecanismos de acdo desses
compostos envolvem, além dos receptores nucleares, receptores de membrana,
receptores de neurotransmissores (serotonina, dopamina, noradrenalina), receptores
orfaos, vias enziméticas envolvidas na biossintese e / ou metabolismo de esteroides,
€ NuUMerosos outros mecanismos que afetam em especial os sistemas enddcrino e
reprodutor(DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009;GORE et al., 2015). Os DE podem
atuar por meio deum mecanismo Unico ou ha maioria das vezes em mecanosmos
multiplos,inclusive atuando como estrogénico e antiandrogénico
simultaneamente.Fitoestrogenos por exemplo possuem atividade estrogénica em
baixas doses e antiestrogénicas em doses mais elevadas(WANG, 2002).As bifenilas
policloradas(PCBs) atuam em ER e em receptores de neurotransmissores, assim
como bisfenol A (BPA) que apesar de ter maior afinidade por ER, atua também em
receptores do hormonio da tireoide (TR, do inglés thyroid receptor) e receptores do
hidrocarboneto de arila (AhR, do inglés aryl hydrocarbon receptor)(JONES; MILLER,
2008;MIIRCHALOWICZ, 2014 ).

De maneira geral os mecanismos de acdo dos DE envolvem mecanismos
gendmicos por acao direta nos receptores ou por mecanismos nao gendémicos por
acao em uma proteina especifica que controla a acdo de algum horménio em um
determinado tecido ou orgao(KIYAMA; WADA-KIYAMA, 2015). Os mecanismos
genbmicos alteram diretamente a transcricdo do DNA e envolvem 0s seguintes
receptores: ER,TR, AR, receptor de progesterona,receptor glicocorticoide e receptor
retinoide. Os nao gendbmicos influenciam os endpointsda proliferacdo celular,
liberacdo de horménios peptideos, transporte de catecolaminas e a apoptose
celular(CASALS-CASAS; DESVERGNE, 2011). A ligacdo de um DE a um receptor
hormonal (genémico) € o mecanismo de acdo classico desses compostos e
contempla um numero abrangente de compostos em particular 0s
xenobiéticosCOMBARNOUS; NGUYEN, 2019).A ligacdo de um DE ao receptor
hormonal pode levar a ativagdo da via de sinalizagdo como ocorre com 0
TCS(triclosan) que liga-se a receptores nucleares ativando-os tanto em células de
humanos quanto de animais(PAUL et al.,, 2013).Em alguns casos pode levar a
inibicdo como ocorre com as PCBs que podem suprimir a transcricdo através da
inibicdo dos receptores referentes ao horménio tireoidiano(BOAS; FELDT-
RASMUSSEN; MAIN, 2012).
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Os mecanismos nédo gendmicos envolvem mecanismos de ativacao de
receptores de membrana ou Orféos, interagdo com moléculas no citoplasma
emecanismos epigenéticos.Os receptores envolvidos sdo: receptores de
neurotransmissores, receptores de membrana (estrogénicos),PPARy(do inglés
peroxisome proliferator-activated receptor gamma),AhR, GPER (do inglés G protein
coupled receptors), ERRYy (do inglés estrogen-related receptor gamma)(WETHERILL
et al., 2007;VINAS; JENG; WATSON, 2012).Em alguns casos os DE n&o interagem
diretamente com os receptores, mas sim com a via de sinalizagdo hormonal proxima
ao receptor. Nesse caso a estrutura do DE pode néo ter semelhanca com o
hormdénio e mesmo assim interferir na via de sinalizacdo, como é o caso do
plastificante di- (2-etilhexil)-ftalato (DEHP), um DE que atua como um composto
obesogénico,interferindo nas vias de sinalizacdo durante a adipogénese
(SCHAEDLICH et al., 2018).Podem afetar a concentracdo de horménio ativo livre
endoégeno por interferir diretamente nas proteinas transportadoras de ligacdo a
hormbnios, alterando assim a concentracdo de horménios enddgenos no
sangue(HONG et al., 2015). Atuam também estimulando ou inibindo a expresséao de
um gene. OBPA, por exemplo, estimula a expressao do gene receptor de leptina e
consequentemente a expressao desse peptideo (PTAK; GREGORASZCZUK, 2012).

Os mecanismos nao gendmicos envolvem ainda 0S mecanismos
epigenéticos.Epigenética é o estudo de mudancas hereditarias na expressao génica
gue ocorrem sem uma alteracdo na sequéncia de DNA e que podem ser
desencadeadas por fatores ambientais(BACCARELLI; BOLLATI, 2009). Varios
mecanismos epigenéticos, incluindo metilacdo do DNA, modificacbes de histonas e
expressdo de microRNA (mMRNA) podem alterar a funcdo do genoma sob influéncia
exdgena de poluentes ambientais e tais modificacbes podem persistir mesmo na
auséncia dos fatores que as estabeleceram(ANWAY; LEATHERS; SKINNER,
2006;SKINNER, 2014). Foi demonstrado que a exposi¢do neonatal ao BPA induz a
hipermetilacdo das regides que possuem receptores estrogénico no testiculo de
ratos, indicando alteracdes epiginéticas que interferem na espermatogénese e
fertilidade desses animais(DOSHI et al., 2011).Exposi¢cdo materna de camundongos
ao BPA demonstraram metilac6es em alguns genes envolvidos no desenvolvimento
do cérebro mesmo em doses consideradas baixas (20 ug/kg de peso /dia)(YAOI et
al., 2008).Além disso, foi demonstrado que a exposicdo ao BPA altera também a
expressdo do RNAm, no ovéario de ovelhas(NAGEL; BROMFIELD, 2013) e nas



35
Referencial Tedrico

linhagens de células placentarias humanas (miR-146a) (AVISSAR-WHITING et al.,
2010) sugerindo um potencial impacto no sistema reprodutorde ambos 0s sexos.

AlteracBes epigenéticas podem ocorrer ndo somente em resposta ao BPA
mas também a outros compostos. Essas alteracdes foram relatadas pela exposicao
ao butilparabeno (BuP), sendo observada hipermetilacdo do DNA em células
germinativas de testiculos de ratos adultos(PARK et al., 2012).Alteracdes ocorreram
também pela exposicdo a TBT (tributirina) interferindo na expressdo de alguns
genes adipogénicos (KIRCHNER et al., 2010) e na exposi¢do ao TCS com redugéo
significativa dos niveis de metilacdo global do DNA em células de hepatocarcinoma
humano (MA et al., 2013a).

Em sintese, seguemos principais mecanismos de acao dos DE:

I.  Interacdo direta com um receptor nuclear hormonal, levando a estimulagéo
(agonismo) ou inibicéo (antagonismo) de sua atividade transcricional;
ll.  Estimulac&o ou inibicdo da biossintese de hormdnios enddgenos;
. Estimulacao ou inibicdo da degradacao hormonal endégena;
Iv.  Estimulacdo ou inibicdo da proteina de ligacdo a hormdénios endogenos,
conduzindo a uma diminuicdo ou aumento da disponibilidade do horménio
circulante;

V. Mecanismos epigenéticos.

Alguns exemplos de DEe os receptores com 0s quais eles podem interagir
estdo respresentados no Quadro 2, ao qual observamos que alguns DE, como € o
caso do BPA, podem interagir com varios receptores ao mesmo tempo,como

citamos anteriormente.
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Quadro 2 - Receptores hormonais associados a desreguladores endécrinos

Receptor Desregulador Enddcrino Referéncia

AhR BPA, PFOS, HPA, PCBs, | (MIMURA; FUJI-KURIYAMA, 2003;DENISON,;

Dioxina NAGY, 2003;ZIV-GAL et al., 2013;LONG;
GHISARI; BONEFELD-JZRGENSEN, 2013;PITT
et al., 2001)

AR BPA, HPA, PCBs, TCC, | (GRAY JR. et al., 2000;FANG et al., 2003;AHN et
Octofenoal, Nonilfenol, | al., 2008;XU et al., 2005;VINGGAARD; HNIDA;
Parabenos, Ftalatos, | LARSEN, 2000;BONEFELD-JZRGENSEN et al.,
Benzofenonas 2001;WATANABE et al., 2013)

ER BPA, BPS, BPAF, TCC, | (AHN et al.,, 2008;GRIGNARD; LAPENNA;
TCS, BREMER, 2012;XU et al., 2014;KORACH et al.,
PCBs,Nonilfenol,Paraben | 1988;LlI et al, 2012;0KUBO et al,
0s, 2001;NAKAGAWA; TAYAMA, 2001).
Ftalatos,Benzofenonas.

ERRy BPA, TCS, DDT, | (SCHLECHT et al., 2004;MATSUSHIMA et al.,
Benzofenonas 2007;MATSUSHIMA et al., 2007:MARTINEZ-PAZ

et al., 2017;ZHUANG et al., 2012;ZHUANG et al.,
2012)
GPER BPA, BPAF, Ginesteina, | (THOMAS; DONG, 2006;LEl et al.,
Nonilfenol, Parabenos. 2019;MARCHESE; SILVA, 2012)

GR BPA, PFOS,PCBs, | (PRASANTH; DIVYA; SADASIVAN,

Parabenos, Ftalatos 2010;SALGADO-FREIRIA; LOPEZ-DOVAL;
LAFUENTE, 2018;HU et al., 2012;SARGIS et al.,
2010)

PPAR BPA, BPS, HPA, Ftalatos, | (YAN et al., 2014;TAXVIG et al., 2012;AHMED;
Parabenos ATLAS, 2016;BILITY et al., 2004)

PXR BPA, Ftalatos, Nonilfenol, | (HURST; WAXMAN, 2004;MIKAMO et al., 2003;
Benzofenonas SUI et al., 2012;SUI et al., 2018;MASUYAMA et

al., 2000)

TR PBDE,BPA,PCBs,TCS, (XI; LI; SAN, 2013;Z0TA et al., 2011;Z0TA et al.,

Nonilfenol,Ftalatos 2011;BOAS et al., 2010;ZOELLER; BANSAL,;
PARRIS, 2005;VELDHOEN et al.,
2006;VELDHOEN et al., 2006)

Abreviac6es: BPA: bisfenol A ;BPS: bisfenol S; PCBs: bifenila policlorada;
PFOA: acido perfluorooctanoico ; PFOS: acido perfluorooctanosulfonico ; PBDE:
(retardantes de

receptor

difenilos

polibromado
aromaticos;TCC

triclocarban;AhR:

TCS: triclosan ;
éteres

policiclicos
receptor de

chama);HPA: hidrocarbonetos
hidrocarboneto de arila;AR:

androgénio;ER: receoptor de estrogénio; ERRy:receptor relacionado ao receptor estrogénico
gamma;GPER: receptor acoplado a proteina G;GR:receptor glicocorticoide;PPAR: receptor
ativado por proliferador de peroxissoma;PXR: receptor pregnano X e TR: receptor de horménio
da tireoide.



37
Referencial Tedrico

2.2.6.Efeitos nos organismos vivos

Pesquisas relacionam varios tipos de disturbios causadas pela exposi¢do aos
DE. Anormalidades na funcdo reprodutiva de ambos s&o sexos sao as mais
abordadas mas veremos a seguir que diferentes tecidos e orgdos também podem

ser afetados.

2.2.6.1. Alteracdes na divisao celular

A divisdo e a diferenciacdo celular sdo momentos importantes para a
preservacdo e manutencdo da espécie, entretanto oferece riscos de alteracbes
celulares indesejadas durante esse processo. Quando expostas a um DE,
principalmente durante o periodo embrionario ou na primeira infancia, os danos
podem ser mais significativos pelo fato da metabolizacdo e eliminacdo de compostos
nao estarem bem desenvolvidas(BIRNBAUM; FENTON, 2003).0 DES é capaz de
causar cancer nos descendentes quando maes sdo expostas no periodo
gestacional, com comprovacao cientifica devidamente fundamentada(ANDERSON
et al., 2000). A exposicéao fetal ao DES na década de 70 foi claramente associada ao
adenocarcinoma vaginal o que levou pesquisadores a investigar outros compostos
gue poderiam estar associados a diferentes tipos de cancer, ndo somente quando
gestantes eram expostas, mas quando as exposi¢cdes ocorriam na vida adulta.
Desde décadas passadas sabe-se que a exposicdo fetal de roedores ao DES
aumenta sua suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer mamario na idade
adulta(BOYLAN; CALHOON, 1979;ROTHSCHILD et al., 1987).Com o objetivo de
estudar os efeitos da exposicdo perinatal aos estrogénios sintéticos no sistema
reprodutor,camundongos fémeas foram submetidos a doses variaveis de DES. O
adenocarcinoma uterino foi entdo diagnosticado e relacionado ao tempo e a dose do
tratamento.O estudo mostrou que existe uma correlacdo de estrogenicidade e
carcinogenicidade uterina(NEWBOLD; BULLOCK; MCLACHLAN, 1990).Em 2001 um
estudo semelhante foi realizado,porém, com o fitoestrbgeno ginesteina e foi
observado uma incidéncia de adenocarcinomas do Uutero semelhantes aos
anteriormente observados para os DES(NEWBOLD et al., 2001). A exposi¢cao a
genesteina no periodo gestacional em ratos ja havia sido testada anteriormente e

apresentou 0s mesmos resultados, sugerindo que um ambiente estrogénico elevado
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no Utero poderia aumentar o risco subsequente de cancer de mama(HILAKIVI-
CLARKE et al., 1999).

Outros DE estdo envolvidos em cancer de mama. Parabenos sdo capazes de
apresentar atividade estrogénica em cultivo de células da mama(BYFORD et al.,
2002).Essa classe de conservantes foi encontradaem tecido mamario de mulheres
com cancer de mama,sugerindo que a utilizacdo de parabenos como conservante
poderia influenciar o surgimento desse tipo de doenga(DARBRE; HARVEY, 2014).
Em estudos in vivo com BPA, independentemente da linhagem de ratos, vias e
niveis de exposi¢cdo, mostraram uma suscetibilidade aumentada a neoplasia da
glandula maméaria que se manifesta durante a idade adulta(DURANDO et al.,
2007).Ratos expostos a doses ambientalmente relevantes de BPA no periodo pré-
natal mostram um numero aumentado de hiperplasias intraductais (lesbes pre-
cancerosas) que surgiram durante a vida adulta(MURRAY et al., 2007).Estudos in
vivo reportaram que mesmo em baixas doses o BPA pode acelerar o surgimento de
tumores mamarios e aumentar o risco de metastases(JENKINS et al.,
2011).Camundongos CD-1 foram expostos no utero a baixas doses, de BPA (25 e
250 mcg / kg de peso corporal), e suas glandulas mamarias foram avaliadas em 10
dias, 1 més e 6 meses de idade. As glandulas mamarias mostraram um aumento
significativo na porcentagem de ductos, ductos terminais, brotos terminais e brotos
alveolares aos 6 meses de idade e essas alteracbes foram associadas a
carcinogénese em roedores e humanos(MARKEY et al., 2001).Associacdo com
cancer de mama também foi verificada em exposi¢cées a TCS (GEE et al., 2008),e
misturas de éteres difenilicos polibromados (PBDE, do inglés Polybrominated
diphenyl ethers)(HURLEY et al., 2019).0 tecido da prostata também pode sofrer
alteracoes resultando em cancer devido a exposi¢cao ao BPA(HO et al., 2006).

Dioxinas sao subprodutos da combustdo de mdultiplos processos industriais e
€ considerada um DE.O mecanismo de acao das dioxinas difere do BPA e DES por
se ligar ao receptor AhR.A dioxina mais potente da série é a 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzodioxina (TCDD) (VAN DEN BERG et al., 1998). Em estudos de
cultura de células, a TCDD, ao se ligar ao AhR, interage com os receptores ER e,
portanto, comporta-se como um agonista ou antagonista de estrogénio. A exposi¢ao
a TCDD durante a fase gestacional altera a morfogénese da glandula mamaria,
estimulando a formacédo de células neoplasicas(FENTON et al., 2002) e em machos

afeta a formacédo dos tecidos da prostata e da uretra(TIMMS et al., 2005).
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2.2.6.2. Alteracbes na reproducao

O sistema reprodutor € o mais afetado pela exposicdo a DE e o mais
estudado nas ultimas décadas. No aparelho reprodutor masculino tanto a quantidade
como a qualidade dos espermatozoides s&o afetadas comprometendo a
continuidade da espécie(TOPPARI et al., 1996).Ratos Wistar machos com trés
semanas de idade foram expostos ao BuP por oito semanas em diferentes
dosagens. A contagem de espermatozoides do grupo que recebeu a dose mais alta
foi 58,2% menor quando comparados ao grupo controle. A producdo diaria de
espermatozoides nos testiculos também foi significativamente menor em todos os
grupos tratados quando comparados ao controle(OISHI, 2002). A exposicéo
aoDEHP resultou em alteracdo na motilidade dos espermatozoides tanto nos testes
in vitro quanto in vivo(PANT et al., 2011).Em homens com possiveis problemas de
fertilidade a exposicdo ao BPA apresentou associagdo com oligospermia e
alteracoes no DNA dos espermatozoides(MEEKER et al., 2010).Outros DE como
PCBs e diclorodifenildicloroetiieno(DDE) também provocaram alteracdes na
producdo de  espermatozoides em humanos  expostos a  esses
compostos(DALLINGA et al., 2002HAUSER et al., 2003;).

Com relacdo ao sistema reprodutor feminino os principais efeitos bioldgicos
adversos dos DE sao atribuidos a foliculogénese(SIFAKIS et al., 2017).0 BPA tem
sido associado a problemas de fertilidade feminina, sindrome dos ovarios policisticos
e endometriose(KANDARAKI et al., 2011;SOUTER et al.,, 2013).Um estudo
experimental em animais demostrou que esse composto reduziu o numero de
foliculos primordiais acarretando uma faléncia ovariana prematura (WANG;
HAFNER; FLAWS, 2014).A exposicdo ao ftalato DHEP em animais levou a uma
diminuicdo no namero de foliculos primarios e secundarios e a um aumento nos
foliculos atrésicos (XU et al., 2010).Em mulheres, a concentracédo de BPA no plasma
sanguineo foi avaliada e verificou-se que a concentracdo média foi duas vezes maior
em mulheres inférteis do que férteis,apontando uma associacédo significativa com a
infertilidade (LAROCCA et al., 2011).

2.2.6.3. Obesidade e doencas cardiovasculares
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Em 2002 um estudo revelou que a epidemia de obesidade estava de alguma
maneira vinculada ao aumento de produtos quimicos industriais no meio ambiente, e
gue ndo poderia ser explicada somente pela ingestdo de alimentos caléricos ou pelo
estilo de vida mais sedentario. Essa hipétese, de acordo com o estudo,pode estar
relacionada ao fato de que o sistema endocrino desempenha um papel fundamental
na regulacdo do metabolismo das gorduras, carboidratos e proteinas e qualquer
alteracdo nesses processos impulsionados por hormoénios, pode levar a um
desequilibrio no metabolismo(BAILLIE-HAMILTON, 2002).

Alguns DE sdo denominados obesogénicos, entre eles os pertencentes as
classes dos parabenos,organoclorados, ftalatos,retardadores de chama,
fitoestrogenos, além de compostos como nonilfenol,DES,BPA e TBT(GRUN;
BLUMBERG, 2006;DARBRE, 2017). Varios estudos com modelos animais
relacionam a exposicdo a DE e predisposicdo a ganho de peso quando ocorre a
exposicdo a bisfendis (IVRY DEL MORAL et al.,, 2016;VOM SAAL et al., 2012),
retardadores de chama (PATISAUL et al., 2013)e PCBsS(ARSENESCU et al., 2008).A
exposicao a obesogénicos € mais grave no periodo gestacional e estudos sugerem
gue os efeitos podem ser transmitidos a futuras geracdes.Estudos transgeracionais
mostraram que camundongos prenhes expostas ao TBT produzem descendentes
com maiores depositos de gordura, e esse fenotipo foi encontrado inclusive para a
geracdo F3, embora ndo houvesse mais exposicdo ao composto (CHAMORRO-
GARCIA et al., 2013).0Outros estudos transgeracionais mostram que o BPA e DEHP
também apresentam relacdo com obesidade(MANIKKAM et al., 2013). Estudos
epidemioldgicos encontraram uma associacao positiva entre a exposicao ao BPA e
obesidade tanto em adultos quanto em criancas(LANG et al., 2008;CALAFAT et al.,
2008%;CARWILE;VANDENBERG et al., 2010MICHELS, 2011;).Entre 2003 e 2008,
criancas de 6 a 18 anos participantes do programa nacional de saudee nutricdo dos
EUA(National Health and Nutrition Examination Survey) foram avaliadas quanto a
presenca de BPA na urina. O estudo concluiu que os niveis crescentes de BPA
estavam positivamente associados a obesidade, independente de idade, sexo, raca,
educacéo dos pais ou atividade fisica(BHANDARI; XIAO; SHANKAR, 2013).

A obesidade é um fator de risco para doencas cardiovasculares. Artérias
carétidas foram analisadas em um estudo populacional com idosos e os metabdlitos
de BPA e ftalatos foram dosados nos pacientes. Os dois metabdlitos foram

relacionados a placasateroscleroticas, sugerindo uma possivel propensao para
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doencas cardiovasculares(LIND; LIND, 2011).A doenca arterial periférica (DAP) é
uma medida subclinica da doenca vascular aterosclerética e um forte fator de risco
independente para doengas cardiovasculares. Niveis de BPA urinario e doenca
arterial periférica foram analisados em uma amostra de adultos norte-americanos
(n=745) e uma associacdo positiva significativa foi observada entre os niveis
crescentes de BPA e DAP. Os niveis urinarios de BPA foram significativamente
associados a DAP, independente dos fatores de risco tradicionais para doencas
cardiovasculares(SHANKAR; TEPPALA; SABANAYAGAM, 2012).Ainda sobre niveis
de BPA concentracBes urinarias desse DE foram analisadas em pacientes com
estenose arterial coronariana grave e foram comparadas as concentragbes de
individuos sem doencas vasculares. As maiores concentracdes estavam associadas

a pacientes com estenose grave(DAVID et al., 2012).

2.2.6.4. Diabetes

Os receptores hormonais como 0s estrogénicos estao intimamente ligados ao
metabolismo da glicose. Alguns DE ao se ligarem a esses receptores provocam
alteracoes na homeostase da glicose e no mecanismo de liberagcdo de
insulina(NADAL et al., 2009).Experiéncias in vivo com ratos adultos mostraram que a
exposicao a 100ug/kg/peso de BPA por quatro dias induziu a resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose (ALONSO-MAGDALENA et al., 2006).Concentracdes urinarias
de metabdlitos de BPA e ftalato foram analisadas e comparadas ao risco de diabetes
tipo 2 em um estudo caso controle com mulheres de meia idade (média 45,6 anos).
Os resultados sugeriram que as exposicdes ao BPA e ao ftalato estavam associadas
ao risco de diabetes tipo 2 nesse grupo pesquisado (SUN et al., 2014). Os
resultados foram semelhantes em outro estudo realizado nos EUA,com participantes
entre 18 a 74 anos (n=1455), entre 2003 e 2004,no qual altas concentracdes de BPA
foram associadas a diabetes(LANG et al., 2008).Em contrapartida a associacéo
entre a concentracdo urinaria de BPA e a prevaléncia de diabetes tipo 2 em
coreanos (n=1210) foi avaliada em um estudo transversal e os achados concluiram
gue os niveis desse DE ndo estavam associados a um aumento na prevaléncia de
diabetes tipo 2(KIM; PARK, 2013).Varias publicagdes demonstram que as células 3
pancreédticas de camundongos sdo um alvo para concentragcdes ambientalmente
relevantes de alguns DE(ALONSO-MAGDALENA; QUESADA; NADAL, 2011).
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llhotas pancreéticas de Langerhans intactas foram isoladas de camundongo para
avaliacdo de calcio intracelular das células 3 quando expostas a BPA e DES.O
resultado demonstrou que ambos 0s xenoestréogenos aumentaram a frequéncia de

oscilacdes de ions célcio potencializando a acdo da glicose(NADAL et al., 2000).

2.2.6.5.AlteracBes neurologicas

As doencas neurodegenerativas sdo influenciadas pelos DE devido
ainterferéncia desses compostos nos transportadores de dopamina e outros
neurotransmissores(ALYEA; WATSON, 2009).A exposicdo em periodos de
neurodesenvolvimento écertamente mais grave, e pesquisas detectaram DE na
placenta e no leite materno (FRYE et al., 2012).Amostras de urina materna foram
coletadas entre 25 e 40 semanas de gestacdo e analisadas para metabolitos de
ftalato e BPA. A exposicdo pré-natal ao ftalato foi associada ao comprometimento
social na infancia, mas o mesmo ndo ocorreu com relacdo ao BPA(MIODOVNIK et
al., 2011).Por outro lado o BPA foi associado ao Transtorno de Déficit de Atencéo e
Hiperatividade(TDAH) e bipolaridade em outras pesquisas(MASUO et al., 2004).Um
estudo transversal em criangas coreanas demonstrou uma forte associagdo entre as
concentracfes urinarias de alguns metabdlitos de ftalatos e sintomas de TDAH em
criancas em idade escolar (KIM et al., 2009).

Os transtornos do espectro do autismo (TEA) compreendem um conjunto
complexo de anormalidades do desenvolvimento neurolégico e sua prevaléncia
aumentou significativamente nas Ultimas décadas(MATSON; KOZLOWSKI,
2011).Em 2011, uma pesquisa declarou que apenas 38% dos casos de TEA eram
atribuiveis a causas genéticas(HALLMAYER et al., 2011).A pergunta resultante
desse estudo pode estar em hipoteses de varios autores, de que fatores ambientais
podem desempenhar um papel significativo na etiologia e patogénese do TEA
(RONALD; PENNELL; WHITEHOUSE, 2011;LASALLE, 2013).Apesar de pesquisas
sobre as reais causas dessa doenca ainda serem insipientes, distlrbios epigenéticos
por exposicdo a DE tem sido considerados como fator de risco(GRAFODATSKAYA
et al., 2010;SKINNER et al., 2014).

2.2.6.6. Alteracbes na funcao da tireoide
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Os horménios envolvidos na funcdo da glandula tireoide sdo pesquisados
como um dos alvos para varios DE, como o PCBs, percloratos, dioxinas, BPA,
retardadores de chama, pesticidas, HPA e parabenos,podendo afetara glandula
tireoide de diferentes maneiras(MORIYAMA et al., 2002;BOAS; FELDT-
RASMUSSEN; MAIN, 2012).0 tecido tireoidiano est4 relacionado com o
desenvolvimento fisico, o funcionamento cognitivo e neuronal dos individuos,de tal
maneira que a desregulacéao da tireoide pode ter importantes repercussoes tanto na
saude fisica como mental (MAQBOOL et al., 2016).Pesquisas recentes com varios
DE demonstraramque estes compostos sao capazes de interagir com receptores TR
(WENG et al., 2017;AKER et al., 2018;BERGER et al., 2018). Estudos da década de
1990 ja haviam alertado para esse fato, ondeos PCBs foram capazes dereduzir as
concentragbes de hormonios tireoidianos circulantes tanto em experimentoscom
animais(MORSE et al., 1993;GOLDEY et al., 1995;) como em investigacoes
epidemiologicas(KOOPMAN-ESSEBOOM et al., 1994).

Estudos mais recentes comprovam que o aumento de disturbios da tireoide
nos ultimos anos pode estar de alguma maneira associado a exposi¢cao a DE.Em um
estudo com animais o BPA interferiu na ligacdo do hormdénio da tireoide em seu
respectivo receptor, suprimindo a atividade transcricional dos genes(MORIYAMA et
al., 2002). Em peixe-zebra(zebrafish) foram realizados teste in vivo e in vitro e os
efeitos do BPA na regulacdo da expressdo de genes envolvidos na sintese do
horménio tireoidiano e de seus reguladores transcricionais em doses de BPA
ambientalmente pertinente e também em doses muito abaixo das detectadas no
plasma de lactentes. Em ambos os sistemas houve uma expressao alterada dos
genes envolvidos na sintese dos hormonios tireoidianos e dos fatores transcricionais
especificos da tireoide na forma dose-dependente e tempo de administracdo do
BPA(GENTILCORE et al., 2013). Os efeitos da disrupcdo tireoidiana de nove
analogos estruturais do BPA foram avaliados utilizando células da hipofise e da
tireoide de ratos. A exposicdo afetou os genes responsaveis pela sintese hormonal e
alguns substitutos do BPA como bisfenol F, bisfenol M e bisfenol Z apresentaram
efeitos mais potentes na desregulacédo que o proprio BPA,o0 que é um fator bastante
preocupante(LEE et al., 2017).

Com humanos os estudos também demostraram relagdo positiva entre
exposicdo e alteracdes na producdo de horménio. Na China um estudo com 3394

individuos acima de 40 anos foi realizado em 2009, em queos niveis urinarios de
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BPA foram analisados em relacdo a fungdo da tireoide.A conclusdo dos autores foi
gue as taxas de BPA na urina estavam diretamente associadas a triiodotironina (T3)
sérica livre e inversamente associada ao nivel sérico de horménio tireoide
estimulante(WANG et al., 2013).Adultos e adolescentes (n=1831), em um estudo
realizado nos EUA, forneceram dados estatisticos suficientes para a associacao
inversa entre niveis de parabenos(MeP,EtP,PrP,BuP) na urina de mulheres e
hormonios da tireoide e de TCS com T3 em adolescentes. Os resultados, sugerem
gue exposicoes a parabenos e, potencialmente a TCS, podem estar associadas a
niveis alterados de horménios da tireoide em humanos(KOEPPE et al., 2013). No
Brasil uma pesquisa de base populacional foi conduzida na Cidade dos Meninos,
uma vila rural localizada no municipio de Duque de Caxias, Estado do Rio de
Janeiro, entre 2003 e 2004.No final da década de 1940, uma fabrica foi instalada
nesse local para a producdo de hexaclorociclohexano, DDT e outros pesticidas. A
fabrica foi desativada em 1955, mas os produtos restantes foram abandonados ao ar
livre fazendo com que a populacdo local permanecesse cronicamente exposta.
Osvoluntarios com mais de 14 anos foram convidados e 608 fizeram parte da
pesquisa cujo objetivo foi determinar no soro niveis de T4 (tetraiodotironina) livre, T3
total, TSH e anticorpos antitireoidianos.Associacfes positivas entre exposicdo a DDT
e T3 total, e entre DDT e T4 livre foram encontradas em mulheres que nasceram na
vila. De acordo com os autores,os resultados sugerem que o DDT pode afetar o
sistema da tireoidepor meio de mecanismos especificos de género uma vez que 0s

mesmos resultados ndo foram encontrados no sexo masculino(FREIRE et al., 2013).
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3.0BJETIVOS

Geral:

e Identificar uma possivel relagcdo entre a sindrome do olho seco e a

presenca de desreguladoresendécrinos na urina.

Especificos:

e Comparar os niveis na urina de 21 desreguladores entre individuos com

olho seco e controle;
¢ Identificar fatores associados (idade, sexo, habitos do cotidiano);

e Correlacionar a intensidade de sinais e sintomas de olho seco nos

voluntarios comparados a niveis de desreguladores na urina.
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4.MATERIAL E METODOS
4.1. Pesquisa

Trata-se de um estudo observacional caso-controle aprovado pelo comité de
ética em pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (HCFMRP-USP). Processo HCFMRP-USP 14154/2016 em 01/12/2016 e
realizado tanto no HCFMRP — USP como no Centro de Saude Escola da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP(CSEFMRP-USP)

4.2. Participantes

O grupo com olho seco (GOS) foi composto por pacientes cadastrados no
departamento de oftalmologia do HCFMRP-USP, que aceitaram participar do estudo
no momento de sua consulta de rotina entre os meses de margo a junho de 2017.0s
pacientes fazem parte do grupo de estudos relacionados a olho secodo hospital. O
grupo controle (GC) foi constituido por voluntarios convidados entre funcionarios do
HCFMRP-USP, funcionariose moradores no entorno doCSEFMRP-USP entre os
meses de julho e agosto de 2017. Os voluntarios assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). No momento do convite procurou-se
parear os dois grupos com relacdo a sexo e idade. O tamanho amostral foi n=33
para GOS e n= 21 para GC totalizando 54 individuos.O célculo do tamanho da
amostra usando as diferencas nos niveis meédios e desvio padrdo dos testes
diagnosticos tradicionais para DES (osmolaridade do filme lacrimal, teste de
Schirmer e pontuacéo da ceratite), considerando um erro tipo 1 (alfa) de 5% e poder
de estudo de 80% indicam que 40 individuos por grupo seriam suficientes para
distinguir os grupos ( ALVES et al.,2014b;GARCIA et al.,2018 ). No entanto, para o
desfecho planejado aqui (concentracdo de EDCs na urina), os estudos clinicos
apresentam média geométrica da concentracdo, mediana e taxas de deteccdo muito
distintos (CALAFAT et.al. 2010;KANG et.al.,2016;AKER et.al.,2018) ndo nos
permitindo calcular com precisdo o tamanho amostral que podera ser reavaliado em

estudos futuros.
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4.3. Desenvolvimento

4.3.1. Questionarios

Os voluntérios responderamdois questionarios:

Questionario sobre uso de medicamentos, cosméticos e produtos de
higiene pessoal, bem como hébitos alimentares (Apéndice) elaborado
com perguntas baseadas emartigos que utilizaram questionarios para
avaliar a exposicdo ambiental a DE(LEWIS et al., 2013; LARSSON et
al., 2014; NOMURA; HARNACK; ROBIEN, 2016).Aplicado em todos os
voluntarios pelo autor da tese.

Questionario OSDI ( do inglés Ocular Surface Disease Index) validado
para o portugués(PRIGOL, 2012).0 OSDI & um questionario com 12
perguntas graduadas de O (zero) a 4, com a pontuacgao total variando
de 0 (zero) a 100, sendo que valores mais altos indicam maiores
sintomas. Seu valor final € dado pela soma de todos os escores
multiplicado por 25 e dividido pelo numero de questdes
respondidas(SCHIFFMAN et al., 2000).Aplicado em todos os

voluntarios pelo autor da tese.

4.3.2. Investigacao clinica ocular

A avaliacao da superficie ocular foi realizada por meio de testes abaixo:

I. Teste de Schirmer (TS): a secrecédo lacrimal foi medida em ambos os

olhos dos individuos, sem uso de anestésico (Ophthalmos, Sao Paulo,

Brasil), por meio de uma tira de 5x60mmcolocada no fundo do saco

conjuntival do olho por 5 minutos. A leitura da extensdo umida foi

registrada.

. Tempo de ruptura do filme lacrimal (TFBUT em Inglés: tear film

breakup time): medido pelo intervalo de tempo que decorre entre um

piscar de olhos completo e a presenca da primeira quebra no filme
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lacrimal. Apés aplicacdo de fluoresceina sédica a 1% (Ophthalmos,
Sao Paulo, Brasil) no fundo do saco conjuntival, o paciente foi
orientado a piscar para andlise da ruptura do filme observado sob
lampada de fenda com filtro azul de cobalto.

Teste de coloracdo com fluoresceina sodica (CF): Realizado para a
guantificacdo das é&reas de irregularidades e desepitelizacdo da
superficie da cérnea. Apds a instilacdo de uma gota do colirio de
fluoresceina sédica a 1% (Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil) no fundo do
saco conjuntival, a conjuntiva e a cérnea foram examinadas quanto a
sua integridade sob lampada de fenda com filtro azul e as alteracdes
classificadas de 0 a 15 .A classificacdo das alteracdes da cornea se
da pela localizacéo e intensidade de coloracédo da cornea em 5 areas
diferentes. A impregnacao dessas 5 areas € quantificada por uma
escala numérica em cada regido, variando de 0-3 (escala de
Bijsterved), na qual: O significa auséncia de coloracédo, 1 coloracéao
puntiforme, 2 coloracdo com pontos confluentes e 3 coloracdo de
placas extensas. A pontuacdo é calculada somando os valores das 5
areas (VAN BIJSTERVELD, 1969).

Teste de coloracdo com lisamina verde (CL): Realizado para a
guantificacdo de metaplasia escamosa da superficie ocular. Apés a
instilacdo de uma gota do colirio de lisamina verde a 1% (Ophthalmos,
Sao Paulo, Brasil) no fundo de saco conjuntival, a conjuntiva e a
cérnea foram examinadas a lampada com luz branca e as alteracdes
classificadas de 0 a 9, levando-se em conta a intensidade e a area
corada.A classificacdo de 0 a 9 ocorre da mesma forma citada
anteriormente para coloracdo de fluoresceina,apenas com a diferenca

de que nesse caso a area é dividida em apenas 3 partes.

4.3.3. Critérios de inclusao

Os pacientes do GOS foram inseridos no grupo de acordo quando soma de

pontos no questionario OSDI apresentou score >20 e mais um dos seguintes testes:

teste de Schirmer <10 mm, teste do tempo de ruptura do filme lacrimal < 6 segundos

e score de coloragdo com fluoresceina e lisamina >3.Para a inclusdo dos pacientes
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do GC foram convidados apenas aqueles cujos resultados foram negativos para olho
seco em todos os testes acima citados. Voluntarios do GC que, apesar dos testes
negativos,apresentaram inflamacdo (de qualquer grau) das palpebras, foram
excluidos,bem como com doencas oculares prévias, para evitar um viés na
pesquisa. Os critérios de inclusdo desse topico foram estabelecidos pelos
oftalmologistas que cooperaram com a pesquisa e baseados em estudos
prévios(ALVES et al., 2014b).

4.3.4. Coleta da urina

Apés a inclusdao dos pacientes na pesquisa, amostras de urina foram
coletadas para dosagem dos DE. Os pacientes receberam frasco coletor de urina
(todos do mesmo lote de fabricacdo) e foram instruidos a coletar da mesma forma
gue realizada em um exame de rotina de urina,desprezando o primero jato.O horario
da coleta variou entre os voluntarios pois foi realizado durante as consultas de rotina
para pacientescom olho seco(sempre no periodo da manha),e de acordo com a
disponibilidade dos voluntarios do grupo controle.As amostras foram imediatamente
armazenadas em recipiente térmico com gelo reciclavel e transferidas na sequéncia
para freezer a -80 °C até o momento das analises. As amostras foram preparadas e
analisadas segundo método desenvolvido e validado por pesquisadores do
Departamento de Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP (ROCHA et al., 2018). A metodologia consiste na microextracéo liquido-
liquido assistida por ar (AALLME: air-assisted liquid—liquid microextraction)descrita

nosproximos topicos.
4.3.5. Analise quimica da urina
4.3.5. Método de anélise
A metodologia utilizada foi microextracdo liquido- liquido assistida por ar
(AALLME: air-assisted liquid—liquid microextraction) para a determinagédo simultanea

de sete bisfenéis (BPA,BPS (bisfenol S),BPAP (bisfenol AP), BPP (bisfenol P), BPF
(bisfenol F),BPAF (bisfenol AF) e BPZ (bisfenol Z)); sete parabenos (MeP
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(metilparabeno), EtP (etilparabeno), PrP (propilparabeno),BuP, BzP
(benzilparabeno),OHMeP (4cido metil-protocatecuico) e OHEtP (acido etil-
protocatecuico)); cinco benzofenonas (BP1 (benzofenona-1), BP2 (benzofenona-2),
BP3 (benzofenona-3), BP8 (benzofenona-8) e 40HBP (4-hidroxibenzofenona));e
dois antimicrobianos TCS e TCC (triclocarban) em amostras de urina de ambos os

grupos.

4.3.5.2. Preparo dos padrdes e da urina sintética

Padrbes analiticos dos sete bisfendis, sete parabenos, cinco benzofenonas e
dois antimicrobianos foram utilizados na analise.Como padrdes internos foram
utilizados BPAd16 (2-bis (4-hidroxifenil) propano-d16), uma solu¢do mista de padrao
de parabenos (4-hidroxibenzoato de metilo-anel-13C6, 4-hidroxibenzoato de anel-
13C6, 4-hidroxibenzoato de propilo-anel-13C6, 4-hidroxibenzoato de butilo anel-
13C6) adquiridos da Sigma-Aldrich® (St.Louis, MO, EUA). As solucBes estoque de
cada composto e padrdes interno foram preparadas em metanol e armazenados em
frascos de vidro ambar a -20°C.A urina sintética, utilizada pela auséncia de um
padrdao de urina em branco,foi preparada com reagentes (grau analitico) obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e ultrassonada por 30 minutos e armazenado a -
4°C até uso posterior.

Foram utilizados para microextracdo por AALLME a fase mdvel constituida
por metanol e cloroférmio adquiridos da JT Baker® (Phillipsburg, NJ, EUA)
diclorometano e tetracloreto de carbono obtido da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO,
EUA); e 1,2-dicloroetano adquirido de J.T.Baker® (Phillipsburg, NJ, EUA). Agua
deionizada de alta pureza foi obtida utilizando um sistema de purificacdo de agua
Milli-Q (Millipore RiOs-DITM, Bedford, MA, EUA).

4.3.5.3. Preparo das amostras

Os niveis de concentracdo dos DE foram determinados apds hidrélise da
amostra com a enzima B-glucuronidase (197000 unidades ml™?, Sigma-Aldrich®,St.
Louis, MO, EUA). Para a hidrdlise, foram usados de 1000U da enzima para cada 5

ml de amostra de urina. As amostras de urina foram descongeladas e
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homogeneizadas, e 5 ml de urina foram transferidas para tubo de polipropileno de 15
ml acrescidos de 50 pl de solucdo dos padrdes interno e 100 ul de solucéo
enzimatica (B-glucuronidase). As amostras foram incubadas (durante a noite por 12
horas ) a uma temperatura de 37°C. A eficiéncia de desconjugac¢ao, nas condi¢cdes
mencionadas, foide aproximadamente 100%. Para seguranca das analises, os tubos
de polipropileno foram previamente testados quanto a presenca de BPA e outros
possiveis DE como contaminantes cruzados. Os tubos foram preparados por ultra-
sonica¢do com metanol durante 2 h a temperatura ambiente, seguido de andlise do
extrato de metanol por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS). Ap6s a desconjugacdo enzimatica da urina, 5ml da amostra foram
diluidas com 10ml de uma solucédo de cloreto de sodio a 20%. Em etapa posterior,
750 plde 1,2-dichloroethane (solvente extrator) foi rapidamente adicionado ao tubo
da amostra e homogeneizado e entéo a mistura foi repetidamente aspirada do tubo
e dispensada com uma seringa de vidro de 10 ml. Apds executar um numero
predeterminado de ciclos de aspiracédo-dispersao (3 vezes), a mistura foi transferida
para um tubo de fundo cénico e centrifugada a 4000 rpm por 20 minutos a 20°C.
Toda a fase sedimentada (fase organica) foi coletada e transferida para um tubo
Eppendorf usando uma micropipeta de 1,0 ml. A fase organica foi evaporada e o
residuo seco foi reconstituido em 200 pl de mistura metanol e agua (1:1), e entdo
injetado no sistema LC-MS/MS.

4.3.5.4. Andlise instrumental

A separacao e quantificacdo dos DE selecionados no estudo foram realizadas
empregando LC-MS/MS da Thermo Fisher Scientific®, operado com fonte de
ionizacdo por eletrospray em modo negativo. A separacdo cromatografica foi
realizada em coluna analitica de C18 Atlantis® T3, com fase movel constituida de
metanol e dgua. Os dados foram adquiridos e processados utilizando o software 2.0

da Thermo Fisher Scientific®

4.4 Analises estatisticas
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As analises estatisticas foram realizadas no software JMP versdo 10.0 (SAS
Institute Cary, NC, EUA). A estatistica descritiva foi utilizada para resumir as
respostas dos questionarios. A idade dos voluntarios entre os grupos foi comparada
usando o teste t Student. O teste Qui-Quadrado de Pearson foi utilizado para
investigar a frequéncia de exposicao entre grupos. Para DE presentes na urina, a
média geométrica (MG) foi utilizada para expressar os niveis de cada um dos 21 DE
avaliados.AMG foi escolhida devido a grande variacdo nos niveis de DE e por estar
de acordo com varios autores(FERGUSON et al., 2015;XUE et al., 2015;ROCHA et
al., 2017). As concentragOes dos DE na urina foram transformadas em logaritmo de
base 10 (Logio) para analises de correlacdo entre 0s grupos.

Para as analises estatisticas entre os DE e os dados clinicos, utilizou-se o
seguinte protocolo: 1- para dados clinicos referentes aos olhos foi utilizado o olho de
maior comprometimento em relacdo aos testes para olho seco; 2- apenas DE com
taxa de deteccdo superior a 50% foram inseridos (em ambos o0s grupos
simultaneamente).

Entre os DE selecionados, para os voluntarios que apresentaram niveis
abaixo do limite de deteccado, foi utilizado um valor igual ao LOD (Limite de
deteccéo) dividido pela raiz quadrada de 2 (LOD / \2)para que as caselas nao
permanecessem vazias (HORNUNG; REED, 1990).Analises correlacionando dados
clinicos dos pacientes e respostas do questionario com as concentracdes de DE
foram realizadas pelo teste de Spearman (IC 95%). As comparacfes mdultiplas
univariadas entre os grupos foram realizadas por meio do teste t ou teste de Mann-
Whitney, de acordo com o tipo de distribuicAo dos dados. Os valores de p foram
ajustados usando o método FDR (False Discovery Rate).

A ANOVA multivariada (MANOVA) foi aplicada para avaliar o conjunto de DE
simultaneamente. Analise de variancia multivariada (MANOVA) é aplicada em
situacBes onde ha diversas variaveis resposta (variaveis dependentes) e deseja-se
testé-las simultaneamente como foi 0 nosso caso. Para essa analise levamos em
conta os dados de concentracao (transformados por log;o) de DE que tiveram taxa
de deteccdo superior a 50% (BPA, BPS, MeP, EtP, PrP, OHMeP, BP1, BP3 e TCC).
A andlise multivariada testou os nove DE simultaneamente para verificar diferenca
entre 0s grupos.

Uma anadlise discriminante quadratica também foi realizada. Os resultados

foram considerados significativos quando p <0,05.
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5.RESULTADOS

5.1. Questionéarios

Participaram deste estudo 33 voluntarios (média de idade de 52,6 + 10,7 anos
/ 90,9% do sexo feminino) no GOS e 21 voluntarios (média de idade de 51,2 + 9,7
anos / 80,9% do sexo feminino) no GC (total n = 54). Na Tabela 1 sdo apresentados
os dados do questionario relacionados a idade, sexo, doencas associadas e
medicamentos.Os grupos demonstram semelhancas quanto ao sexo, idade e fatores
associados, exceto para doencas reumaticas, com maior frequéncia no GOS (p
<0,0001). Na Tabela 2observa-se dados sobre o uso de cosméticos (olhos e face),
protetor solar (rosto), contato com papel térmico no trabalho, uso de micro-ondas
para cozinhar ou aquecer alimentos (em recipientes plasticos), consumo de agua e
bebidas (em embalagens plasticas) e de alimentos enlatados. Nenhuma diferenca

significativa entre os grupos GC e GOS foi observada (p =0,05).
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Tabela 1 - Dados demogréficos, comorbidades, medica¢fes e dados clinicos nos grupos olho seco

e controle.
GOS (N=33) GC (N=21) Valor de p
Demograficos
Idade média (variacao) 52,6 (31-70) 51,2 (29-73) 0,62
Sexo — N (%) 0,29
Feminino 30 (90,9) 17 (80,9) -
Masculino 3(9,1) 4 (19,1) -
Residéncia - %
Infancia 54,5 R/45,5 U 66,7 R/33,3U 0,38
Comorbidades - N (%)
Diabetes Mellitus 5(15,1) 2(9,5) 0,55
Doencas reumaticas 29 (87,9) 2(9,5) < 0,0001*
Menopausa (mulheres) 16 (53,3) 7 (41,2) 0,42
Fumantes 2 (6,1) 0 0,25
Usuérios lentes de contato 0 2(9,5) 0,07
Cirurgia ocular prévia 3(9,1) 0 0,16
Uso computador/tablet 3(9,1) 4 (19) 0,29
Medicacdes - N (%)
Antidepressivos 15 (45,5) 7 (33,3) 0,38
Antialégicos 7 (21,2) 2 (9,5) 0,26
Quimioterapicos 0 0 -
Repositores hormonais 1(3) 3(14,3) 0,12
Dados Clinicos-média(DP)
OsDI 38,5 (17) 7,1(5.2) < 0.0001*
TS 7,5 (8,9) 21,7 (9,7) < 0.0001*
TFBUT 3,5(2,1) 8,8 (1,9) < 0.0001*
Dados Clinicos-mediana(llQ)
CF 3,5 (2-5) 0 (0-0) < 0.0001*
CL 1 (0-3,5) 0 (0-0,5) < 0.0013*

Abreviagbes - GOS:grupo olhos seco;GC:grupo controle;R:rural;U:urbano.OSDl:ocular surface
disease index; TS:teste de Shirmer;CF: coloracdo por fluoresceina;CL: coloracdo por Lisamina;
TFBUT: tear film breakup time; Intervalo Interquartil: 11Q.

Teste estatistico:teste t para idade; test t ou Mann-Whitney para dados clinicos e qui-quadrado de
Pearson para demais itens.*Valor p< 0,05.
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Tabela 2 - Habitos do cotidiano dos grupos olho seco e controle.

Grupo Olho Seco Controle Valor de
0-2 x/ 3-7x/ 0-2 x/ 3-7x/ P
semana semana semana semana
Uso N (%)
Filtro solar (face) 22 (66,7)  11(33,3) 14 (66,6) 7(33,3) 1,0
Cosmeéticos (face) 25 (77,8) 8 (24,2) 17 (80,9) 4 (19) 0,65
Cosmeéticos (olho) 29 (87,9) 4(12,1) 18 (85,7) 3(14,3) 0,82
Papel térmico (trabalho) 33 (100) - 21 (100) - -
Microondas * 29(87,9) 4(12,1) 15 (71,4) 6 (28,6) 0,13

Consumo N (%)

Agua (garrafas plasticas) 17 (51,5) 16 (48,5) 10(18,5) 11 (20,4) 0,78
Sucos (garrafas plasticas) 30 (90,9) 3(9,09) 18 (85,7) 3(14,3) 0,55
Enlatados 33 (100) - 21 (100) - -

Notas: 1: 0-2 vezes por semana e 2: 3-7 vezes por semana. Estatisticas realizadas pelo teste qui-
guadrado.Valores significativos p <0,05. * Apenas em utensilios plasticos.

5.2. Concentracdo Urinaria dos Desreguladores Enddécrinos

A media geométrica (MG) das concentracdes urinarias (MGapresentada em
ng.ml™) e taxas de deteccéo dos DE no GOS e GC s&o apresentadas na Tabela 3.
Alguns DE estavam abaixo do LOD do método em todos os participantes: BPAP,
BPP, BPZ, BP8.Em contrapartida, outros foram detectados em todos os
participantes nos dois grupos: MeP, PrP e BP1. Do numero total de DEem nove
encontramosuma taxa de deteccdo acima de 50% em ambos oS grupos, e
estesforam utilizados para realizar as analises uni e multivariada. As comparacdes
univariadas entre 0s grupos mostraram diferencassignificativaspara o
parabenoOHMeP (p = 0,0189) e para o antimicrobiano TCC (p = 0,0081).
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Tabela 3 - Concentragdes urinarias em ng.ml™*(média geométrica (MG)/variacéo) e taxas de detecgéo
dos desreguladores enddcrinos no grupo olho seco (N = 33) e grupo controle (N= 21).

DE GOsS
MG (variacéo)

GC Valor

MG (variacéo)

Deteccédo %

GOS GC
Bisfenois
BPA 0,97 (<LOD-40,12) 1,84 (<LOD -71,44) 0,73 84,8(28) 95,2(20)
BPS 3,56 (0,12-413,75) 2,63 (<LOD -114,71) 0,74 100(33)  95,2(20)
BPAP <LOD <LOD - - -
BPP <LOD <LOD - - -
BPF 0,21(<LOD -40,14) 0,21(<LOD -223,24) NC 30,3(10) 23,8(5)
BPAF 0,078 (<LOD -0,52) 0,14 (<LOD -0,62) NC 18,2(6)  42,8(9)
BPZ <LOD <LOD - - -
Parabenos
MeP 67,17(7,45-2300,6) 35,72 (2,21-6312,24) 0,19 100(33)  100(21)
EtP 1,13 (<LOD -55,6) 0,91(<LOD -36,15) 0,18 93,9(31) 95,2(20)
PrP 2,80 (0,65-40,3) 2,84 (0,61-73,66) 0,88 100(33) 100(21)
BuP 0,024(<LOD -0,43) 0,03 (<LOD -1,55) NC 6.1(2) 9,5(2)
BzP <LOD <LOD - -
OHMeP 11,51(1,07 -188,57) 3,16 (<LOD -547,05) 0,0189*  100(33) 90,5(19)
OHEtP 0,80 (<LOD -5,71) 0,23 (<LOD -2,29) NC 27,3(9)  52,4(11)
Benzofenonas
BP1 24,64(0,17-1834,93) 12,32 (0,4-303,23) 0,39 100(33) 100(21)
BP2 0,19(<LOD-177,93) 0,20 (<LOD -138,58) NC 75,7(25) 47,6(10)
BP3 0,79 (0,39-1436,18) 5,66 (<LOD -294,25) 0,88 100(33)  90,5(19)
BP8 <LOD <LOD - - -
40HBP 0,08 (<LOD -7,57) 0,09 (<LOD -29,27) NC 39,4(13) 42,8(9)
Antimicrobianos
TCS 0,49(<LOD-212,97) 1,33 (<LOD -70,72) NC 33,3(11) 52,4(11)
TCC 0,008 (<LOD -8,09) 0,16 (<LOD - 9,25) 0,0081*  60,6(20) 90,5(19)

Abreviaturas: - GOS: grupo olho seco;GC:grupo controle;MG: média geométrica, NC: ndo calculado;
< LOD: menor que LOD (limite de detec¢éo), DE: desreguladores enddcrinos; BPA: bisfenol A; BPS:
bisfenol S; BAP: bisfenol AP, BP: bisfenol P; BF: bisfenol F, BPAF: bisfenol AF, BPZ: bisfenol Z; MeP:
metilparabeno; EtP: etilparabeno; PrP: propilparabeno; BuP: butilparabeno; BzP: benzilparabeno;
OHMeP: acido metil-protocatecuico; OHEtP: acido etil-protocatecuico); BP1: benzofenona-1; BP2:
benzofenona-2; BP3: benzofenona-3; 40HBP: 4-hidroxibenzofenona; TCS: triclosan e TCC:
triclocarban.

Notas: LOD variou de 0,001 a 0,3 ng.ml” ' dependendo do composto (ver valores individuais em
Rocha et al (ROCHA; DE OLIVEIRA; BARBOSA, 2018); Teste Mann-Whitney; * valor p< 0,05.
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5.3. Concentragdes Urinarias de Desreguladores Enddcrinos e Dados Clinicos

Os dados clinicos (do olho com maior comprometimento) e niveis de DE na
urina dos voluntarios de ambos os grupos foram analisados. Nos voluntarios do
grupo controle todos os testes clinicos foram realizados pela oftalmologista
Dra.Leidiane Adriano, pesquisadora do nosso departamento, e os dados dos
voluntarios do grupo olho seco foram obtidos por meio deum prontuario. O
questionario OSDI foi aplicado no momento da coleta de urina sempre pelo mesmo
pesquisador.No GOS devido a dados de prontuario, o valor de N para cada item
avaliado sofreu variacdo. O resultado da analise estatistica dos dados clinicos com
relacdo aos niveis de DE na urina estd demonstradonas tabelas 4A e 4B.
Encontramos uma correlagdo positiva significativa entre MeP, EtP e OHMeP e
escore CF (p = 0,03; 0,02; 0,03 respectivamente); OHMeP e OSDI (p = 0,003) e TCC
com TFBUT (p = 0,01). Correlagdo negativasignificativa entreEtP e OHMeP com TS
(0,01; 0,03 respectivamente); OHMeP com TFBUT (0,03); TCC com OSDI, CF e CL
(0,01; 0,002; 0,03, respectivamente).

Tabela 4A - Concentra¢des urinarias em ng.ml™ de desreguladores endécrinos nos voluntérios da
pesquisa comparados a dados clinicos.Os dados sdo apresentados da seguinta maneira: correlacéo
de Spearman / valor de p (intervalo de confianca).

DE OSDI (n=54) TS (n=53)

BPA -0,03/0,85 (-0,29;0,24) 0,03/0,83 (-0,24;0,30)
BPS 0,07/0,61 (-0,20;0,33) -0,21/0,13 (-0,45;0,06)
MeP 0,14/0,30 (-0,13;0,39) -0,21/0,13 (-0,45;0,06)
EtP 0,19/0,17 (-0,08;0,43) -0,34/0,01*%(-0,56;-0,07)
PrP 0,10/0,49 (-0,17;0,36) -0,12/0,39 (-0,39;0,15)
OHMeP 0,40/0,003*(0,15;0,60) -0,30/0,03*(-0,53;-0,03)
BP1 0,12/0,38 (-0,15;0,37) -0,25/0,08 (-0,49;0,02)
BP3 0,02/0,89 (-0,25;0,29) -0,14/0,33 (-0,39;0,13)
TCC -0,34/0,01*(-0,56;-0,08) 0,27/0,05 (0,0;0,50)
Abreviagbes - DE: desreguladores endoécrinos;BPA: bisfenol A;BPS:bisfenol S;MeP:metil

parabeno;EtP:etilparabeno;PrP:propilparabeno;OHMeP:acidometilprotocatecuico;BP1:benzofenonal;
BP3:benzofenona3; TCC:triclocarban; OSDI: Ocular Surface Disease Index;TS:teste de
Schirmer.Spearman test/ *p value <0.05
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Tabela 4 B - Concentragdes urinarias em ng.ml'lde desreguladores endécrinos nos voluntarios da
pesquisa comparados a dados clinicos.Os dados sao apresentados da seguinta maneira: correlagao

de Spearman / valor de p (intervalo de confianca).

DE TFBUT (n=52) CF (n=41) CL (n=42)
BPA 0,12/0,39(-0,16;0,38) 0,04/0,81(-0,27;0,34) 0,005/0,97(-0,30;0,31)
BPS 0,08/0,59(-0,20;0,34) -0,07/0,65(-0,37;0,24) 0,197/0,23(-0,12;0,47)
MeP -0,17/0,24(-0,42;0,10) 0,33/0,03*(0,02;0,58) 0,11/0,47(-0,20;0,40)
EtP -0,17/0,24(-0,42;0,10) 0,35/0,02* (0,05;0,60) 0,30/0,05 (0,004;0,55)
PrP -0,17/0,23(-0,42;0,10) 0,09/0,55 (-0,22;0,39) -0,18/0,26(-0,46;0,13)
OHMeP -0,30/0,03*(-0,53;-0,03) 0,32/0,03* (0,01;0,57) 0,20/0,19(-0,11;0,47)
BP1 -0,01/0,95(-0,28;0,26) -0,03/0,83(-0,33;0,28) 0,18/0,25(-0,13;0,46)
BP3 0,17/0,23(-0,11;0,42) -0,11/0,47(-0,40;0,20) 0,11/0,47(-0,20;0,40)
TCC 0,36/0,01* (0,10;0,58) -0,45/0,002%(-0,66;-0,17) -0,34/0,03*(-0,58;-0,05)
Abreviacbes - DE: desreguladores enddcrinos;BPA: bisfenol A;BPS:bisfenol S;MeP:metil

parabeno;EtP:etilparabeno;PrP:propilparabeno;OHMeP:acidometilprotocatecuico;BP1:benzofenonal,;
BP3:benzofenona3; TCC:triclocarban; CF: teste coloracdo de fluoresceina;CL:teste de coloracdo com
lisamina e TFBUT :tear film break up time test. Spearman test/ *p value <0.05

5.4 — Analise de Variancia Multivariada entre os Grupos

A analise MANOVA indicou diferenca significativa entre 0os grupos usando o
traco de Pillai (0,446, F = 3,93, p = 0,0099). A funcédo discriminante quadratica
classificou corretamente 94,4% dos individuos em seus grupos (20/21 para controles
e 31/33 para olho seco). A area sob a curva ROC (ReceiverOperatorCharacteristic)
foi de 0,9668A (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa de discriminagdo dos individuos com olhos seco e controle (a esquerda). Os limites
indicam o intervalo de confianga desse grupo. Os nimeros dos eixos X e Y (canbnico 1 e 2,
respectivamente) indicam a distancia geométrica da andlise discriminante entre os grupos. Curva
ROC (direita) (Caracteristicas operacionais do receptor), revelando a frequéncia de discriminacéo
entre os grupos. A area sob a curva (AUC) mostra a porcentagem de discriminacdo correta,
associando sensibilidade e especificidade.
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Abreviacde:Grupo controle:GC; grupo olho seco:GOS.
Fonte: Autor

5.5 —Concentracdes de Desreguladores Endécrinos do Grupo Controle
Comparados a Outros Paises.

Os dados obtidos em estudos realizados em diversos paises relacionados a
presenca de DE na urina (somente de adultos) foi comparado com dados obtidos no
nosso estudo nos individuos controle (tabela 5). Optamos por relacionar apenas o
grupo controle para evitar possiveis vieses com a doenca do olho seco.Essa
comparacao auxilia o entendimento do nivel de exposicdo da populacdo brasileira
frente a varios DE.Observamos que os valores obtidos sdo semelhantes a outros

estudos realizados em paises com clima,estilo de vida e habitos bem distintos.
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Tabela 5 - Estudos referentes a concentragdo (média geométrica) de desreguladores endécrinos na
urina de adultos medidos em ng.ml'lem diversos paises.

DE Amostra MG Deteccao Pais Referéncia
BPA 21°% 1,84 95,2 Brasil  NossoEstudo
42 0,36 74,0 EUA (YE et al., 2015)
720 3,59 - Italia (GALLOWAY et al., 2010)
1870 1,90 99,8 Coréia (KIM et al., 2011)
537" 1,90 92,6 EUA (CALAFAT et al., 2008a)
109 2,23 100 China (GAO et al., 2016)
50 1,90 92,0 Brasii (ROCHA et al., 2016)
MeP 212 35,72 100 Brasil  NossoEstudo
2548 56,40 99,1 EUA (CALAFAT et al., 2010)
30 10,20 100 EUA (WANG; KANNAN, 2013a)
2541 116,00 97,7 Coréia  (KANG et al., 2016)
100 15,20 100 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
109 6,50 100 China (MA et al., 2013b)
261 19,00 100 Bélgica (DEWALQUE; PIRARD; CHARLIER,
2014)
EtP 212 0,91 95,2 Brasil  NossoEstudo
30 0,87 100 EUA (WANG; KANNAN, 2013a)
2541 24,70 97,2 Coréia  (KANG et al., 2016)
100 2,00 87,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
109 1,89 100 China  (MA etal., 2013b)
261 2,10 96,6 Bélgica (DEWALQUE; PIRARD; CHARLIER,
2014)
PrP 212 2,84 100 Brasil  NossoEstudo
2541 11,00 96,7 Coréia (KANG et al., 2016)
100 6,20 72,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
109 3,57 100 China  (MA etal., 2013b)
261 1,50 83,1 Bélgica (DEWALQUE; PIRARD; CHARLIER,
2014)
BuP 212 0,03 9,5 Brasil  NossoEstudo
100 1,20 46,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
109 0,06 60,0 China  (MA et al., 2013b)
2541 1,13 83,5 Coréia (KANG et al., 2016)
OHMeP 217 3,16 100 Brasil  Nosso Estudo
30 12,30 100 EUA (WANG; KANNAN, 2013a)
OHEtP 212 0,23 52,4 Brasil  NossoEstudo
30 4,71 100 EUA (WANG; KANNAN, 2013a)
100 2,10 87,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;

Continua...

KANNAN, 2014)
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Continuacao

Tabela 5 - Estudos referentes a concentracdo (média geométrica) de desreguladores
endécrinos na urina de adultos medidos em ng.mi™“em diversos paises.

DE Amostra MG Deteccdo Pais Referéncia
BP1 21° 12,32 100 Brasil  Nosso Estudo
100 0,28 57,0 China (ZHANG et al., 2013)
34 1,33 91,2 Tunisia  (JIMENEZ-DIAZ et al., 2016)
100 2,00 78,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
BP2 212 0,20 47.6 Brasil  Nosso Estudo
100 1,60 40,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
BP3 212 5,66 90,5 Brasil  Nosso Estudo
100 0,26 25,0 China (ZHANG et al., 2013)
34 1,10 64,7 Tunisia (JIMENEZ—D[AZ et al., 2016)
30 15,70 100 EUA (WANG; KANNAN, 2013b)
26 0,98 96,0 China (WANG; KANNAN, 2013b)
261 1,30 82,8 Bélgica (DEWALQUE; PIRARD; CHARLIER,
2014)
40HBP 21° 0,09 428 Brasil  Nosso Estudo
100 0,19 61,0 China  (ZHANG et al., 2013)
100 2,10 23,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
30 0,33 93,0 EUA (WANG; KANNAN, 2013b)
26 0,08 77,0 China  (WANG: KANNAN, 2013b)
TCS 21% 1,33 52,4 Brasil  Nosso Estudo
537° 10,30 74,6 EUA  (CALAFAT et al., 2008b)
1870 1,68 92,6 Coréia (KIM et al., 2011)
209 0,40 80,0 China (YIN; WEI; SHI, 2016)
100 8,00 71,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
KANNAN, 2014)
TCC 21° 0,16 90,5 Brasil  Nosso Estudo
100 0,60 4,0 Grécia (ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS;
209 0,40 99,0 China KANNAN, 2014)

(YIN; WEI; SHI, 2016)

Abreviag@es - DE: desreguladoresenddcrinos;BPA: bisfenol A;MeP: metilparabeno; EtP: etilparabeno;
PrP:propilparabeno;BuP:butilparabeno;OHMeP: &cido metil-protocatectico; OHEtP: acido etil-
protocatecuico;BP1:benzofenonal;BP2: benzofenona 2;BP3: benzofenona 3;40HBP:4-
hidroxibenzofenona;TCS: triclosan; TCC: triclocarban.Nota - a: grupo controle do nosso estudo;b:
maiores de 60 anos.
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6.DISCUSSAO

A exposicdo a contaminantes ambientais pelos seres vivos € inevitavel no
contexto atual. Para seres humanos, dependendo do local de moradia, de condi¢des
socioecondmicas ou culturais a exposicdo ocorre em maior ou menor grau, mas
sempre estd presente. Esse estudo buscou, em um primeiro momento, entender
hébitos do cotidiano dos voluntarios, bem como as doencas que apresentavam, para
dimensionar o grau de exposicdo a alguns compostos e possiveis doencas
associadas. Comparados 0s grupos, os resultados obtidos por meio do questionario
aplicado apontaram habitos semelhantes no estilo de vida, no uso de medicamentos e
doencas associadas, com excecdo a presenca de doencas reumaticas, que
acometem mais os voluntarios do GOS, entretanto, esse dado era previsivel, pois
essa condicdo é um fator de risco para olho seco(TAYLOR; LIGHTMAN, 2011).
Alguns voluntarios viviam em areas rurais, todavia, apresentavam o0s habitos
alimentares e de uso de produtos de higiene e beleza semelhantes. O questionario
aplicado nao foi capaz de encontrar nos habitos dos voluntarios diferencas
significativas entre os grupos, mas observamos uma distincdo entre os grupos de
mais de 94% através da curva ROC quando analisamos os niveis de DE encontrados.
O questionario, entretanto,auxiliou no entendimento de como os voluntarios estéo
expostos aos DE, porém, necessita de ajustes em um estudo futuro para que a
dimensao da exposicéo possa ser melhor explorada.

Em um segundo momento do estudo, 21 DE, que estdo presentes no
cotidiano das pessoas e possiveis de serem detectados foram quantificados na urina
dos voluntarios. Ao analisarmos as concentracdes dos DE encontramos diferencas
significativas entre os grupos com relacdo a dois compostos: um na classe dos
conservantes parabenos (OHMeP) e outro na classe dos antimicrobianos (TCC).
Alguns DE né&o foram encontrados em nenhum voluntario por estarem abaixo do limite
de deteccdo do método, ja outros estiveram presentes em todos os voluntarios de
ambos os grupos, como caso dos parabenosMeP, EtP e da benzofenona BP1. Os
parabenosMeP e EtP sdo o0s conservantes mais utilizados em formulacfes
cosméticas, de higiene e medicamentos, o que justifica sua deteccao elevada. ABP1
€ amplamente utilizada em formula¢gdes com filtro solar, e em um pais tropical como o

Brasil, 0 uso de filtros solares é expressivo.
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Os parabenos sdo produzidos pela esterificacdo do acido para-
hidroxibenzoico com a&lcool na presenca de catalisadores e utilizados como
conservantes ha varias décadas, devido ao baixo custo de producao, amplo espectro
de acado e alta estabilidade com relagcdo ao pH. Inicialmente utilizado em produtos
farmacéuticos e cosméticos, atualmente seu uso € tdo amplo que podemos encontra-
los em alimentos, cupons fiscais e lencos umedecidos e de acordo com alguns
autores, a maior rota de exposi¢do sdo os cosméticos e produtos de higiene(GUO;
KANNAN, 2013;BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014;LIAO; KANNAN,
2014). Podem entrar em contato direto com o olho por meio de colirios, solucbes de
limpeza de lentes de contato e cosméticos em geral. Possuem atividade estrogénica
ligando-se principalmente a receptores ER, entretanto podem se ligar a outros como
ERR e AR (OKUBO et al., 2001;SATOH et al., 2005;WATANABE et al., 2013). Se
comparados aos estrogénios naturais possuem atividade estrogénica relativamente
fraca, entretanto, possuem atividade desreguladora endocrina. Devido ao seu uso
constante, pesquisas comprovam gque estdo presentes no tecido mamario e podem
estar associados ao cancer de mama(BARR et al., 2012;DARBRE; HARVEY,
2014;NOWAK et al., 2018). Para alguns autores existe a hipétese de que o numero
desproporcional de cancer de mama feminino no quadrante superior externo da
mama, que é a area para a qual os cosmeéticos para as axilas sédo direcionados, se
deve a exposicado aos parabenos(DARBRE, 2001;DARBRE, 2004). Foram detectados
aléem do tecido mamario, no sangue, placenta, leite materno, fluido seminal e
urina(SCHLUMPF et al., 2010;YAMAMOTO et al., 2011), e dessa forma, por estarem
presentes no corpo de maneira generalizada afetam diferentes o6rgdos. Estudos
relatam associacdes entre exposicdo a parabenos e alteracbes reprodutivas
(hipermetilacdo do DNA) e distarbios no sistema imune e neurolégico (DIAMANTI-
KANDARAKIS et al., 2009;MEEKER et al., 2010;PARK et al., 2012).

O OHMeP é produto da metabolizacdo por hidroxilagcdo através de enzimas
esterases do MeP, portanto, um metabdlito do MeP(OKAMOTO et al., 2008);ABBAS
et al.,, 2010;WANG; KANNAN, 2013a). Em nosso estudo oOHMePfoi encontrado em
100% dos individuos do GOS e em 90,5% no GC apresentando niveis mais elevados
no GOS. Com relacdo a MGexpressa em ng.ml™ o valor obtido foi quase 4 vezes
maior no GOS comparado ao GC (11,51 e 3,16 respectivamente). Os estudos de
biomonitoramento de metabdlitos de parabenos ainda sdo escassos, porém

importantes para nos fornecer uma ideia mais segura da exposicéopelo fato de que
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podemos nao encontrar o parabeno original que pode ter sido convertido em seu
metabdlito no momento da coleta. Em um estudo realizado com criancas e adultos
nos EUA os metabdlitos OHMeP e OHEtP foram determinados em amostras de urina,
eliminados poucas horas apés a exposicdo. A concentracdo de OHMeP variou de
0,05 a 39,5 ng.mi*com MG de 5,09 ng.ml™nas criancas (n=40) e de 1,57 a 94,2 ng.ml
'com MG de 12,3 ng.ml™*para adultos (n=30)(WANG; KANNAN, 2013c). Em nosso
estudo encontramos valores proximos aos encontrados no estudo acima (para
adultos) noGOS (11,51 ng.ml™). O GC ficou mais proximo do que os autores
encontraram nas criancas (3,16 ng.ml™). A despeito de encontrarmos o0 OHMeP em
100% no GOS e um pouco mais de 90% no GC, observamos que o MeP também foi
detectado em 100% dos individuos, o que nos faz pensar em uma exposi¢cao continua
na qual temos o MeP antes da metabolizacao (fruto de exposicéo recente), e também
de seu metabdlito OHMeP resultante do processo de hidroxilacdo realizado apos
algumas horas de exposicao.

Os compostosMeP e OHMeP em niveis elevados no GOS pode sinalizar uma
maior producao de radicais livres nos diversos tecidos do corpo, inclusive no tecido
ocular, o que € um fator de risco para o desenvolvimento do olho seco.Em um estudo
apo6s um més de aplicacbes diarias em células da pele humana com formulacfes
contendo MeP, observou-se a diminuicdo da capacidade de proliferacdo dos
gueratindcitos e alteracdo da morfologia celular. Os resultados obtidos sugerem que a
exposicdo ao MeP por meio da aplicacdo de formulacbes tdpicas, resulta em
persisténcia e acumulo de MeP no tecido e pode influenciar o envelhecimento e a
diferenciacdo dos queratindcitos pelo estresse oxidativo(ISHIWATARI et al., 2007).
Em outro estudo os queratindcitos também foram expostos a MeP, porém associado a
raios UV. A producdo de ON e a peroxidacdo lipidico celular foram medidas. Os
resultados indicaram que a exposicdo a MeP pode ter efeitos nocivos na pele humana
guando exposta a luz solar devido ao estresse oxidativo(HANDA et al., 2006).
ConcentracBes urinarias de OHMeP estao intimamente correlacionadas com niveis de
8OHDG (8-hydroxy2’-deoxyguanosine) que €é um marcador de estresse
oxidativo(RAVANAT et al., 1998;ASIMAKOPOULOS et al.,, 2016). O estresse
oxidativo constante pode estar envolvido na patogenia do olho seco como vimos
anteriormente. Se considerarmos que tecido ocular estd em constante exposicédo a
raios UV, o uso de produtos contendo parabenos pode potencializar o estresse

oxidativo provocado pelos raios solares.



70
Discussao

Os parabenos também podem causar efeitos nocivos em células como
adipdcitos alterando a producédo de lipideos. Exposicao aparabenos, inclusive MeP,
em tecidos causam alteragbes morfolégicas nos adipdcitos durante a sua
diferenciacdo principalmente por alterar processos de adipogénese onde estédo
envolvidos receptores PPARy(HU et al.,, 2012, TAXVIG et al.,, 2012). Quando pré-
adipécitos murinos 3T3-L1 foram expostos a MeP, EtP, PrP, BuP e BzP, alteracdes
morfoldgicas ocorreram, resultando em acumulo de lipideos intracelulares (HU et al.,
2013). Considerando a importancia da producdo de lipideos nas glandulas de
meibdmio e consequentemente para a homeostase do filme lacrimal, os parabenos
podem ter um papel importante na etiologia do olho seco.

Estudos tanto in vitro como in vivo, demonstram que os parabenos podem se
ligar tanto a ERa quanto ERB (BLAIR et al., 2000;BYFORD et al., 2002;WATANABE
et al., 2013), entretanto podem também inibir enzimas envolvidas no metabolismo dos
estrogénios como sulfotransferase (SULT), citocromo P450 (CYP) e UDP-
glucoronosiltransferase (UGT) de tal forma a interferir na homeostase dos tecidos
regulados por esses horménios (POLLOCK et al.,, 2017). A exposicdo em animais
(fémeas) a MeP, EtP, PrP, iso-PrP e BuP acarretou o aumento do peso das glandulas
suprarrenais e a diminuicdo do peso da glandula tireoide,apesar de nao ter sido
observado aumento do peso corporal (VO et al.,, 2010). A alteracdo no peso das
glandulas suprarrenais pode afetar a producao de estrégeno e testosterona, uma vez
gue esse 0Orgdo sintetiza hormdénios sexuais na parte do cortex da glandula. A
estrogenicidade dos parabenos bem como alteragbes nas concentracbes de
hormbnios sexuais foram constatadas em outros estudos(OKUBO et al.,
2001;DARBRE et al.,, 2002;DARBRE et al., 2003;AKER et al., 2016), incluindo
estudos com seus metabdlitos(LEMINI et al., 1997;LEMINI et al., 2003).

Acrescido a estrogenicidade, os parabenos apresentam também atividade
antiandrogénica pela ligacao a receptores AR(SATOH et al., 2005). Sdo capazes de
inibir a producao de testosterona chegando a reduzir a atividade desse horménio em
40% no caso de exposicdo a MeP(CHEN et al., 2007;WATANABE et al., 2013).
Desde décadas passadas, pesquisadores jA apontavam que disturbios hormonais
estariam de certa forma associados aSOS (SATO; SULLIVAN, 1994;SULLIVAN et al.,
1998). Atualmente estudos confirmam as pesquisas realizadas no passado quanto ao
papel significativo dos hormdénios, principalmente estrégenos e testosterona, na
patologia do olho seco(ROCHA et al., 2000;WICKHAM et al., 2000;GUPTA et al.,
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2005;TRUONG et al., 2014;SCHRODER et al., 2016;SULLIVAN et al., 2018). Diante
do fato de que ndo somente os parabenos, mas também outros DE diminuem a
producéo de hormdnios sexuais, presume-se que a exposicdo constante a esses
compostos possa ser, de alguma maneira, prejudicial para tecidos oculares.

Em relac&o aos antimicrobianos, encontramos uma associacao positiva entre
0s grupos com relacdo ao TCC, composto comumente adicionado a uma ampla gama
de produtos para uso pessoal e doméstico, incluindo sabonetes em barra, cremes
dentais, detergentes, locbes de Ilimpeza de pele e higiene, roupas e
brinquedos(HALDEN et al., 2017). Acredita-se que a exposi¢cdo cutanea a produtos
para cuidados pessoais seja a principal via de exposi¢cdo humana ao TCC (YE et al.,
2006), muito embora a agua possa ser uma fonte importante, uma vez que estudos
apontam a presenca em larga escala desse DE nos corpos hidricos (HALDEN;
PAULL, 2005;CHU; METCALFE, 2007;SAPKOTA; HEIDLER; HALDEN, 2007). A
presenca de TCC em testes de biomonitoramento apresenta algumas variacdes de
acordo com o pais de origemda pesquisa. Em um estudo com 209 adultos na China, o
TCC foi detectado na urina de 99% dos voluntarios (YIN; WEI; SHI, 2016) enquanto
nos EUA, um estudo em larga escala entre 2013 a 2014, apontou taxa de deteccéo
em torno de 36%(YE et al., 2016). Interessante observar um estudo realizado no
Canada no qual apenas 4% dos individuos apresentavam TCC na urina e segundo 0s
autores esse fato talvez estivesse relacionado ao estilo de vida dos canadenses que
evitam o uso de produtos quimicos(HAINES et al., 2017). Nosso estudo apresentou
taxas de deteccédo de 60% no grupo GOS e 90% no GC. Apesar de ndo encontrarmos
diferencas significativas entre os grupos com relacdo ao uso de cosméticos e
produtos de higiene (via questionario) os voluntarios do GC apresentam niveis mais
elevados em relacdo ao GOS (p=0.0081), provavelmente pelo uso mais acentuado de
produtos de higiene e beleza.

No GC a MG encontrada para o TCC foi 20 vezes maior que no GOS, apesar
dos niveis maximos encontrados ndo apresentarem grandes diferencas (8,09 GOS e
9,25 GC). O fato de encontramos niveis mais elevados no GC nos levou a aprofundar
as buscas por informa¢des bibliograficas mais minuciosas sobre como agem os
compostos antimicrobianos com atividade desreguladora, em especial TCC. O
mecanismo de acao do TCC apresenta algumas particularidades com relagdo a
outros DE, pois apesar de apresentar atividade estrogénica, mesmo que fraca,
segundo alguns autores(YUEH et al., 2012;TARNOW et al.,, 2013;HENRY; FAIR,
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2013;HENRY; FAIR, 2013;HUANG et al., 2014), a atividade androgénica, devido a
ligacdo a receptores AR, & que merece ser analisada. A influéncia do TCC em
receptores AR foi avaliada em diversos estudos e constatou-se que esse composto
age de maneira diferente em relagéo a outros DE. Em 2007 um estudo observou que
o TCC nao competia com o hormdnio enddégeno pela ligacdo ao receptor AR, mas
potencializava a atividade transcricional induzida por androgeno, mediada por AR, in
vitro e in vivo. Para os autores, o TCC em relacéo a acdo da modulacédo do hormdnio
tem um efeito positivo, e ndo inibitério, e concluiram que o TCC pertence a um novo
tipo de DE que atua de maneira diferente da maioria dos DE (CHEN et al., 2008). A
hip6tese de que o TCC atua como um novo tipo de DE por ndo apresentar
propriedades agonistas ou antagonistas intrinsecas, mas por potencializar os efeitos
androgénicos nas ceélulas-alvo foi descrita por outros autores(AHN et al.,,
2008;CHRISTEN et al., 2010). A exposi¢cédo de TCC em ratos Sprague-Dawley induziu
hiperplasia de 6rgdos sexuais acessorios na auséncia de alteragdes histologicas
gualitativas significativas. Na presenca de niveis fisiologicos de andrégenos
enddégenos ocorreu um aumento dos efeitos androgénicos demonstrando que esse
composto realmente atua de maneira diferente dos outros DE(DULEBA et al., 2011).
Pesquisas com exposicdo ao TCC e seus analogos ainda séo escassas se
comparadas a outros DE. O antimicrobiano TCS apresenta um nimero muito superior
de pesquisas publicadas e poderia servir de base para o entendimento do mecanismo
de acdo do TCC, porém existem diferencas significativas na estrutura quimica desses
compostos 0 que pode tornar arriscado estabelecer uma relacdo entre eles quanto a
acao nos receptores AR. O TCC pertence a classe quimica das carbanilidas, com uma
molécula de ureia entre dois anéis aromaticos, enquanto o TCS é um éter difenilico
com oxigénio ligando os anéis, e portanto apresentam propriedades e mecanismos de
acao distintos(WITORSCH; THOMAS, 2010;ROCHESTER et al., 2017).
Considerando que a testosterona regula a expressao de milhares de genes
nas glandulas lacrimais e modulam a lipogénese nas glandulas de
meibdmio(SCHIRRA et al., 2006;SCHIRRA et al., 2006;SULLIVAN et al., 2009),
podemos entender o papel relevante desse horménio na homeostase do tecido
ocular. O fato de o TCC potencializar os efeitos androgénicos nas células pode, de
maneira hipotética, auxiliar a formacdo da lagrima. Ao observarmos os resultados
encontrados quando investigamos 0s niveis de DE na urina e cruzamos com dados

clinicos entre os grupos, notamos que os niveis de MeP, EtP e OHMeP estavam
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relacionados significativamente com dados clinicos relativos a um maior
comprometimento com relagdo ao quadro de olho seco, em contrapartida, niveis de
TCC se mostraram associados significativamente com menor comprometimento do
olho seco. TCC sao DE com acdes agonistas da testosterona (CHEN, et al. ,2008).
Essa bioatividadeandrogénica do TCC, associada aniveis mais elevados nos
individuos controle em comparacao aosportadores de olho seco, sugerem a hipotese
de que nesse caso em particular possa existirum DE com um efeito protetor contra o
surgimento do olho seco em individuos saudaveis.

Esse estudo demonstrou, por meio da analise de DE na urina de pacientes
com SOS comparados a controles, que a exposi¢cao a alguns compostos pode alterar
a producado de lagrimas devido ao mecanismo de acdo desreguladora, mas que no
caso do TCC essa caracteristica nédo foi observada. Apesar de inUmeros estudos em
todo mundo abordarem a exposi¢céo a DE associadas a doencas, ainda temos muitas
guestdes a serem elucidadas. Nosso trabalho analisou apenas 21 DE em um universo
amplo de compostos comprovadamente ou com suspeita de desregulacdo endocrina,
e para se ter uma ideia da dimensdo a que estamos nos referindo, a cada ano sao
somados novos compostos com capacidade de alterar o sistema enddcrino. Nos EUA
um instituto de pesquisa sem fins lucrativos, fundado por Theo Colborn (TEDX: The
EndocrineDisruptor Exchange), utiliza métodos de revisdo sistematica desenvolvidos
pelo Programa Nacional de Toxicologia dos EUA para informar sobre os danos
causados por produtos quimicos. O Instituto constantemente atualiza uma lista com
mais de mil compostos quimicos (1.484 em setembro de 2018) comprovadamente DE
ou com potencial de ser. A lista pode ser vista no site do instituto pelo link

https://endocrinedisruption.org/.

As consequéncias da presenca constante desses compostos no cotidiano das
pessoas e as doencas relacionadas a exposicdo tem preocupado gestores de saude
publica de tal maneira que ja existem pesquisas que visam avaliar 0os gastos relativos
a esse tipo de exposicao. Apesar desses calculos ndo serem precisos, e com certeza,
dificeis de serem realizados, alguns pesquisadores avaliaram esses custos para a
Unido Europeia (UE). Os custos foram estimados e associados a exposicdo a DE na
UE seguindo uma abordagem de ponderacdo de evidéncias. O resultado surgiu
multiplicando-se o0 niumero de casos de doencas atribuiveis & exposi¢cdo a DE com o
custo unitario associado a cada doenca. O custo médio anual foi de 163 bilhdes de
euros (1,28% do produto interno bruto da UE)(TRASANDE et al., 2016). Em se
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tratando de saude publica sdo gastos que poderiam ser minimizados com maiores
informacgdes sobre o0 assunto e criagdo de politicas de reducéo ou proibicdo do uso de
tais compostos. Diante disso, cresce a importancia de estudos relacionados aos DE,
principalmente pelo fato de termos muitas perguntas ainda sem respostas como por
exemplo, o limiar para os efeitos dos DE. Em termos toxicol6gicos, para uma
avaliacdo de risco se faz necessario um limiar para uma resposta toxicol6gica abaixo
da qual ndo se espera que ocorra um efeito adverso. A comunidade cientifica ndo
determinou o limiar para DE. Outra pergunta bastante complexa procura resposta:
qual a acdo dos DE quando estdo associados? E provavel que mesmo em baixas
doses individuais, onde ndo encontramos efeitos adversos, na somatoéria os danos

sejam relevantes.

Esse estudo analisou coleta Unica de urina 0 que pode serconsiderada uma
fragilidade a ser corrigida em estudos futuros, em como a avaliacdo do indice de
massa corporal uma vez que os DE se acumulam no tecido adiposo. Outro fator a ser
considerado é a possibilidade de analisarmos os DE em outras matrizes
simultaneamente como a saliva e a lagrima para comparacfes com a urina.Com
relacdo ao questionario de habitos do cotidiano questdes mais elaboradas precisam
ser definidas a fim de estabelecer parametros para diferenciar uma exposi¢cao atipica
no dia da coleta de uma exposicdo continua. Em estudos futuros poderiam ser
analisados profissionais expostos diariamente a DE como os que trabalham com

tintas, vernizes, esmaltes, corantes, papel térmico entre outros.

Esperamos que esse estudo seja o precursor de outros envolvendo a
exposicao a DE e doencas oculares, e que pesquisas mais robustas sejam realizadas
com o TCC para reforcar a teoria de que esse composto apresenta um mecanismo de

acao diferente dos demais.
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7.CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrouassociacdes significativas entre os niveis urinarios
dos parabenos MeP, EtP, OHMeP e maior comprometimento do olho seco.Por outro
lado observou que aos niveis de TCC foram associados ao menor
comprometimento, de acordo com dados clinicos. Esses achados sugerem que 0s
parabenos podem ser associados a SOS, da mesma forma que o TCC pode estar
gerando um “efeito protetor” com relacdo a homeostase ocular. Essas observacdes
indicam que a exposicdo aos DEpode ser incluida na investigacdo de causas e
fatores de risco para olho seco no contexto clinico e em estudos epidemiologicos.
Estudos mais abrangentes e a longo prazo sdo necessarios para confirmar os

achados resultantes dessa pequisa.
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APENDICE

QUESTIONARIO SOBRE HABITOS DOS PACIENTES
1.Dados Gerais:

Nome:

Idade (anos): Sexo: F () M ()

Profisséo (se aposentado relatar profissdo anterior):
Profissédo da mae:

Moradia atual: rural () urbana ()

Moradia na infancia: rural () urbana ()

2. Uso de medicamentos, cosmeéticos, produtos de higiéne pessoal e outros:
2.1 Uso de anticoncepcional ou repositor hormonal: S () N ()
2.2 Usos de filtro solar:

a. Nunca ou <umavez / semana ()
b. 1-3 vezes / semana ()

c. Vérias vezes / semana ()

d. Todos os dias ()

2.3 Uso de cosmeéticos na face:

a. Nunca ou <umavez / semana ()
b. 1-3 vezes / semana ()

c. Varias vezes / semana ()

d. Todos os dias ()

2.4 Uso de maquiagem nos olhos:
a. Nunca ou <uma vez / semana ()

b. 1-3 vezes / semana ()
c. Varias vezes / semana ()
d. Todos os dias ()

2.5 Manuseio de papel térmico (ex: cupom fiscal):
a. Nunca ou <uma vez / semana ()

b. 1-3 vezes / semana ()

c. Varias vezes / semana ()

d. Todos os dias ()

Continua...
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3.Habitos alimentares

3.1 Fonte de agua para beber:

a. Mineral em garrafas plasticas ()
b. Torneira ()

c. Filtros ()

d. Galdes plasticos ().

3.2 Consumo de comidas enlatadas :
a. Nunca ou <uma vez / semana ()
b. 1-3 vezes / semana ()

c. Vérias vezes / semana ()

d. Todos os dias ().

3.3 Uso de micro-ondas para aquecer alimentos em vasilhas plasticas (frisar):
a. Nunca ou <uma vez / semana ()

b. Vezes / semana ()

c. Vérias vezes / semana ()

d. Todos os dias ().

3.4 Consumo de sucos ou refrigerantes em embalagens plasticas:
a. Nunca ou <umavez / semana ()

b. 1-3 vezes / semana ()

c. Vérias vezes / semana ()

d. Todos os dias ().

4.Fatores associados:

() diabetes () menopausa () doenca reumatica () tabagismo ()
guimioterapia/radioterapia ( ) uso de lente de contato () cirurgia ocular () uso de
computador por mais de 6 horas/dia () uso de antidepressivo () uso de antialérgicos.
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ANEXOS

1- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

o W=
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA B =
DE RIBEIRAQ PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMRP-USP

RIBEIRAQ PRETO

Ribeirao Preto, 09 de janeiro de 2017.

Oficio n°® 98/2017
CEP/MGV

PROCESSO HCRP n° 14154/2016

Prezados Senhores,

O trabalho intitulado “BISFENOL A E OLHO SECO: PESQUISA DE
UMA POSSIVEL CORRELACAO” - Projeto de Pesquisa Versao 2 de 01 /12/2016, foi
analisado “AD REFERENDUM” pelo Comité de Etica em Pesquisa e enquadrado na
categoria: APROVADO, bem como 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Versédo 2
de 01/12/2016.

De acordo com Carta Circular n® 003/2011/CONEP/CNS, datada de
21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar
todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua
assinatura na ultima do referido Termo; o pesquisador responsdvel deverd da mesma forma,
rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua
assinatura na ultima pagina do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizacao de Boas Prdticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolucao n° 466/2012
CNS/ MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério
Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.

. }&&Wb\ /\QQ,@U\A,C/\VQ_,

DR? MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimos Senhores

REGINA CELIA NUCCI PONTELLI

PROF. DR. EDUARDO MELANI ROCHA (Orientador)

Depto. de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca € Pescogo

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario — Monte Alegre Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP
14048-900 Ribeirdo Preto  SP FWA-00002733; IRB-00002186 e

Registro Plataforma Brasil /CONEP n° 5440
(016) 3602-2228
cep@hcrp.usp.br

www.hcrp.usp.br
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) _USP - HOSPITAL DAS () Plabaforme
CER CLINICAS DA FACULDADE DE \,@oﬂl
MEDICINA DE RIBEIRAO

2 — APROVACAO DO COMITE DE ETICA -EMENTA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Desreguladores endocrinos e olho seco: pesquisa de uma possivel correlacao.
Pesquisador: REGINA CELIA NUCCI

PONTELLI Area Temética:

Versdo: 3

CAAE: 61374116.7.0000.5440

Instituicdo Proponente:UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.364.651

Apresentacdo do Projeto:
Trata-se de EMENDA ao projeto de pesquisa conforme carta datada de 27 de maio de 2019.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar uma possivel relacdo entre a sindrome do olho seco e a exposicdo a BPA e demais
desreguladores enddcrinos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
N&o modificado com a emenda.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Justificativa da emenda:

A- Solicito Emenda para:

1- Titulo do projeto que passara de: “Bisfenol A e olho seco: pesquisa de uma possivel
correlagéo” para“Desreguladores Enddcrinos e olho seco: pesquisa de uma possivel correlagéo.

2- Acréscimo de compostos analisados na urina dos pacientes pelo mesmo método descrito na
versdoaprovada anteriormente por esse comité.

B- Solicito dispensa de ratificacéo e apresentagdo de novo TCLE.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Documentos apresentados na emenda:
- Relatorioparcial.pdf

Continuacao do Parecer: 3.364.651
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0,
CEC

- ProjetoV3.pdf

USP - HOSPITAL DAS
; Plataforma
CLINICAS DA FACULDAQE DE g@oﬂ
MEDICINA DE RIBEIRAO

Recomendacdes:

N&o ha.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O CEP analisou e aprovou a EMENDA bem como o Projeto de pesquisa Versdo 3-23/05/2019 com a
alteragdo do titulo da pesquisa para “Desreguladores Endécrinos e olho seco: pesquisa de uma
possivel correlagdo.”" O CEP tomou ciéncia do Relatério parcial.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situaca
(o]
Informagdes Béasicas|PB_INFORMACOES BASICAS_| 27/05/2019 Aceito
do Projeto 136581 15:31:54
7_E1l.pdf

Outros Relatorioparcial.pdf 27/05/2019| REGINA CELIA Aceito
15:29:28 |NUCCI PONTELLI

Outros EMENDA.pdf 27/05/2019| REGINA CELIA Aceito
15:27:36 |NUCCI PONTELLI

Projeto Detalhado / | ProjetoV3.pdf 27/05/2019| REGINA CELIA Aceito

Brochura 15:19:51 |NUCCI PONTELLI

Investigador

TCLE/ Termos de |TCLE2.pdf 08/12/2016| REGINA CELIA Aceito

Assentimento / 10:43:33 |NUCCI PONTELLI

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de |TCLE1.pdf 08/12/2016| REGINA CELIA Aceito

Assentimento / 10:42:59 |NUCCI PONTELLI

Justificativa de

Auséncia

Orcamento Orcamento.pdf 08/12/2016| REGINA CELIA Aceito
08:44:30 |NUCCI PONTELLI

Outros Questionarios.docx 26/10/2016| REGINA CELIA Aceito
09:03:42 |NUCCI PONTELLI

Cronograma Projeto_cronograma.docx 26/10/2016| REGINA CELIA Aceito
08:53:20 |NUCCI PONTELLI

Outros Carta.pdf 26/10/2016| REGINA CELIA Aceito
08:49:02 |NUCCI PONTELLI

Outros SAME.pdf 26/10/2016| REGINA CELIA Aceito
08:47:49 |NUCCI PONTELLI

Folha de Rosto Rosto.pdf 26/10/2016( REGINA CELIA Aceito
08:45:51 |NUCCI PONTELLI
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Continuacao do Parecer: 3.364.651

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

RIBEIRAO PRETO, 03 de Junho de 2019

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
(Coordenador(a))



