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RESUMO

Wilson JS. Influéncia do material particulado do diesel (DEP) junto aos
hormdnios sexuais femininos de estrogénio e progesterona em células do
bronquio humano [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2024.

Este estudo tem como objetivo investigar se as particulas de escapamento de
diesel (DEP) sozinhas ou associadas aos horménios 173-estradiol (E2) e
progesterona (P4) podem interagir e alterar as respostas celulares nas vias
hormonais e xenobidticas em células bronquicas humanas (BEAS-2B) e
carcinoma pulmonar humano (A549) nas seguintes condicdes: controle (CT); 10
pg/ml DEP; 1 nM E2; 10 nM P4; 1 nM E2 + 10 pg/ml DEP e 10 nM P4 + 10 pg/ml
DEP, com 72 horas para os horménios e 8 horas para DEP. Foram estudadas a
expressao e localizacio dos receptores ERB, PR e AhR, utilizando a técnica de
imunofluorescéncia; a ativacdo das regides promotoras ERE, PRE e XRE foi
avaliada usando o ensaio do gene "reporter” luciferase e foram mensuradas as
seguintes citocinas: GM-CSF, IL-6, IL-10, IL-1B, RANTES e TNF-a para
determinar a resposta inflamatéria usando o ensaio multiplex. Os resultados
mostraram a translocacédo de ERpB, PRB e AhR do citoplasma para o nucleo na
presenca de E2 e E2+DEP, em ambas as células, mas o0 mesmo n&o ocorreu
quando BEAS-2B foram expostas a P4 + DEP. Os resultados relacionados a
XRE e PRE mostraram ativacdo de suas regides promotoras quando as células
foram expostas a DEP e uma resposta de inibicdo do promotor para DEP + P4.
ERE ndo apresentou nenhuma resposta significativa. A exposicdo a E2 e
E2+DEP aumentou citocinas pré-inflamatorias em BEAS-2B, enquanto DEP e
E2+DEP aumentaram citocinas pro-inflamatorias em A549 e a citocina anti-
inflamatéria IL-10 respondeu a E2 em ambas as células. BEAS-2B apresentaram
respostas celulares mais intensas quando expostas a E2 + DEP, com aumento
na expressao dos receptores ERB e PR, juntamente com um aumento
concomitante nas citocinas inflamatérias GM-CSF, IL-6 e TNF-a. A regiado
promotora ERE n&o foi ativada, mas isso néo indica que DEP ndo interfira na via
estrogénica, talvez por outro caminho. Como concluséo, este estudo corrobora
a hipotese de que a poluigdo do ar interfere nas vias dos hormoénios sexuais
femininos, potencialmente afetando a saude da populacado, especialmente das
mulheres.

Palavras Chaves: Poluicdo do ar. Material particulado. Células de pulméo.
Estrogénios. Progesterona. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.



ABSTRACT

Wilson JS. Influence of diesel particulate matter (DEP) on female sex hormones
estrogen and progesterone in human bronchial cells [thesis]. Sdo Paulo: Faculty
of Medicine, University of Sdo Paulo; 2024.

This study aims to investigate whether diesel exhaust particles (DEP) alone or
associated with the hormones 17(-estradiol (E2) and progesterone (P4) can
interact and alter cellular responses in the hormones and xenobiotic pathways in
human bronchial cells (BEAS-2B) and human lung carcinoma (A549) in the
following conditions: control (CT); 10 pug/ml DEP; 1 nM E2; 10 nM P4; 1 nM E2+
10 pg/ml DEP and 10 nM P4+ 10 pug/ml DEP with 72 hours for hormones and 8
hours for DEP. Were studied the expression and localization of ER3, PR and
AhR receptors, using the immunofluorescence technique; the activation of the
promoter regions ERE, PRE and XRE was using the luciferase “reporter” gene
assay and were measured the following cytokines: GM-CSF, IL-6, IL-10, IL-1B,
RANTES and TNF-a to determine the inflammatory response using the multiplex
assay. The results showed ER[3, PRB and AhR translocation from cytoplasm to
nucleus in the presence of E2 and E2+DEP, to both cells, but the same did not
occur when BEAS-2B were exposed P4 + DEP. The results related with XRE and
PRE-showed activation of their promoter region when cells were exposed to DEP
and showed a promoter inhibition response to DEP + P4. ERE did not show any
significant response. The exposition of E2 and E2+DEP increased pro-
inflammatory cytokines in BEAS-2B while DEP and E2+DEP increased pro-
inflammatory cytokines in A549 and the anti-inflammatory cytokine IL-10
responded to E2 in both cells. BEAS-2B present their cellular responses more
intensely when exposed to E2 + DEP and an increase in the expression of ERf3
and PR receptors with concomitant increase in inflammatory cytokines GM-CSF,
IL-6 and TNF-a. ERE promoter region was not activated, but it does not indicate
that DEP does not interfere with the oestrogen pathway, maybe for another way.
As conclusion, this study corroborates the hypothesis that air pollution interferes
with the pathways of female sex hormones, potentially interfering with the health
of the population, especially women.

Keywords: Air pollution. Particulate matter. Lung cells. Estrogens. progesterone.

Polycyclic aromatic hydrocarbons.



1. INTRODUCAO

Os estudos relacionados a poluicdo atmosférica sdo de extrema
relevancia, para que haja um maior conhecimento sobre seus impactos na saude
humana.

Frente a esta realidade, nos ultimos anos, diversos estudos apontam para
uma maior prevaléncia e gravidade destas doencas entre as mulheres do que
nos homens (Sathish et al., 2015). Nos Estados Unidos foi observado que 60%
dos pacientes adultos com asma eram do sexo feminino e além disso, houve um
aumento no numero de mulheres com DPOC e uma menor expectativa de vida
em pacientes deste sexo que apresentavam um quadro de fibrose cistica (Tam
et. al, 2011).

Se sugere entdo, que a patogénese e a incidéncia de doencas
pulmonares possam ser influenciadas por fatores sexuais, existindo evidéncias
epidemioldgicas consideraveis para um papel do sexo na suscetibilidade e
gravidade de uma série de doencas pulmonares (Sathish et al., 2015). Os
grandes responsaveis por uma maior suscetibilidade dos sexo femino as
doencas respiratorias podem ser os hormoénios sexuais. Embora os esteroides
sexuais sejam produzidos principalmente pelas génadas, ha evidéncias que
mostram a producdo local deles em tecidos periféricos de 6rgdos néo
reprodutivos, como o coracdo, multiplos leitos vasculares, mama, cérebro e até
mesmo o pulméo (Labrie et. al., 2003; Labrie et al., 1991; Luu-The & Labrie,
2010).

A importancia dos efeitos dos esteroides sexuais no epitélio brénquico
reside na modulacdo de sua funcédo de barreira, suas respostas a estimulos
externos, incluindo patégenos e alérgenos, e como um modulador do ténus das
vias aéreas. No entanto, poucos estudos tém examinado o efeito dos esteroides
sexuais no epitélio bronquico. Em via aérea imortalizada em linhagens epiteliais,
tanto ERa (lvanova et al., 2010; Kirsch et al., 1999) e ER (lvanova et al., 2010)
foram relatados, com ERP sendo a isoforma predominante. No entanto, estudos
recentes tém encontrado em tecido epitelial bronquico humano isolado, bem
como em células individuais, a expressao abundantemente comparavel de ERa
e ERpB (Townsend et al., 2011).



Por outro lado, a poluicdo atmosférica apresenta em sua constituicdo o
material particulado, composto por particulas grossas, finas e ultrafinas que tem
40% de sua composicdo de descarga de motores a Diesel (Diesel Exhaust
Particles — DEP), que sédo formados por particulas ultrafinas (0,05 a 0,1 um)
capazes de alcancar por¢des mais profundas das vias respiratorias (Hartz et. al.,
2008; Pierdominici et. al., 2014). Esse material particulado da exaustdo a Diesel
(DEP), esta associado a diversos compostos organicos e inorganicos que estao
adsorvidos na superficie de um nacleo central de carbono. Alguns exemplos séo,
metais, enxofres, nitrato, monoxido de carbono, aldeidos e Vvarios
hidrocarbonetos como hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs), oxi-HPAs
e nitro-HPAs (Saldiva et al.; 2002; Laks et. al., 2008; Wichmann, 2007).

Devido a essa caracteristica o DEP pode atuar como um liberador
enddcrino e levar a liberacdo de esteroides gonodais como os estrégenos
(KUIPER et al., 1998), podendo causar um desequilibrio hormonal e gerar um
quadro desfavoravel a saude. A premissa por trds da ruptura do equilibrio
enddcrino é que estas substancias, os HPAs, apresentam similaridade estrutural
com o estrogénio e a progesterona (Clemons et al., 1998; Wang et al. 2004; Klein
et al., 2006). E esta semelhanca tém demonstrado possuir atividade estrogénica
(Hayakawa et al., 2007). E por fim, um estudo feito por Yoshizaki et. al (2016)
observaram que o material particulado da exaustdo de diesel (DEP) possui
compostos organicos, que podem interferir nas vias metabdlicas do estrogénio e
da progesterona, além de atuarem na via dos xenobidticos (via aril-
hidrocarboneto - AhR).

Sendo assim, este projeto visa estudar de que forma estes compostos
organicos presentes no DEP podem influenciar nas vias metabdlicas dos
horménios sexuais femininos (estrogénio e progesterona) de forma isolada ou

associado a estes esteroides.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.POLUICAO ATMOSFERICA

A poluicdo atmosférica tem aumentado de forma desenfreada
especialmente em grandes centros urbanos ao redor do mundo. A World Health
Organization (WHO) (2016), mostra que 91% da populacdo mundial vive em
lugares que a qualidade do ar, excedem os limites de poluentes de acordo com
as diretrizes estabelecidas pela organizacdo e como consequéncia
aproximadamente 4,2 milhdes de pessoas morrem todo ano devido a poluicédo
atmosférica ambiental. Muitos estudos ja mostram claramente que a poluicdo
atmosférica decorrida de acdes antropogénicas € emitida por fontes como a
queima incompleta de combustiveis fésseis; atividades agricolas e industriais, e
atividade de usinas térmicas (Santos, 2004). A poluicdo atmosférica formada a
partir dessas fontes pode ser classificada em duas categorias: poluentes
primérios - que sdo lancados diretamente para a atmosfera e 0s poluentes
secundarios - que se formam na atmosfera por reacdes quimicas entre 0s
poluentes primarios e substancias ja presentes no ar (Galvao-Filho, 1989;
CETESB, 2016). As substancias derivadas destes poluentes podem ser
principalmente: particulas inalaveis grossas (PMuo), particulas inalaveis finas
(PMz2;5), fumaca (FMC), ozbnio (O3), mondxido de carbono (CO), diéxido de
nitrogénio (NO2) e diéxido de enxofre (SO2). Além dessas substancias a
presenca de metais pesados, compostos halogenados, compostos organicos,
compostos organicos volateis, gases e vapores que sao resultantes da queima
incompleta e evaporagcdo de combustiveis (CETESB, 2016).

No Brasil, a cidade de Sado Paulo é um dos maiores centros urbanos e
consequentemente um dos locais que concentram a maior quantidade de
poluentes atmosféricos ambientais. Desde a década de 60, com o aumento da
poluicdo, medidas comecaram a ser tomadas para que a qualidade do ar fosse
monitorada. Atualmente a CETESB faz esse monitoramento na regido
metropolitana com estacfes para medi¢cdes diaria dos niveis de dioxido de
enxofre (SOz), fumaca, material particulado inalavel (PMioe PM 255), 0zdnio (O3),
6xidos de nitrogénio — (NO, NO? e NOx), mondxido de carbono — (CO), oxidantes

fotoquimicos e compostos halogenados, além dos parametros meteorolégicos
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como diregéo e velocidade do vento, temperatura e umidade relativa do ar. Essas
medicdes seguem o0 decreto estadual n°® 59113/2013 que estabelece os

seguintes critérios:

1.Metas Intermediarias — (MI) estabelecidas como valores
temporarios a serem cumpridos em etapas, visando a melhoria
gradativa da qualidade do ar no Estado de S&o Paulo, baseada
na busca pela reducao das emissdes de fontes fixas e méveis,
em linha com os principios do desenvolvimento sustentavel;

2.Padrdes Finais (PF) — Padrbes determinados pelo melhor
conhecimento cientifico para que a saude da populacao seja
preservada ao maximo em relacdo aos danos causados pela
poluicao atmosférica.

(CETESB, 2016)

A partir desses critérios, os padrbes da qualidade do ar vigentes no
momento estao distribuidos por pg/m3 de acordo com cada tipo de poluente na

como na (Tabela 1) abaixo:



Tabela 1: Padrdes do Estado de S&o Paulo para a qualidade do ar.

Padries Estaduais de Qualidade do Ar
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Poluentes como 6xido de nitrogénio e compostos organicos volateis tem
como principal fonte antropogénica o trafico rodoviario, que representa uma
média de 40% de todas as fontes poluentes. O transporte rodoviario inclui
automoveis, Onibus, caminhdes, avibes, equipamentos agricolas e de
construcdo civil, trens e navios. Dentre esses, 0s transportes que possuem

5



motores a diesel, sdo diretamente a maior fonte de poluente capaz de provocar
riscos a saude humana (Air Quality Expert Group, 2005; Galvao-Filho, 1989;
Wichmann, et. al. 2007).

2.2. MATERIAL PARTICULADO DE DIESEL E SEUS COMPOSTOS ORGANICOS

O diesel € constituido por elevados niveis de material particulado, que se
formam a partir de altas temperaturas durante a queima deste combustivel
(Braun; Appel; Schmal, 2004). Essas particulas da exaustdo de motores a diesel
(Diesel Exhaust Particles — DEP) geram particulas ultrafinas provenientes de
sélidos ou liquidos, na forma de poeira, neblina, aerossol, fumaca, fuligem etc.,
gue podem permanecer suspensa no ar e percorrer longas distancias. A faixa de
tamanho dessas particulas podem variar de particulas inalaveis grosseiras de 10
pum (PMao) a 2,5 pm (PMz25) de didmetro, particulas inalaveis finas menores que
2,5 um (PMz2s) em seu didmetro aerodindmico e particulas com tamanho,
denominadas particulas ultrafinas (UFP ou PMo,1), que possuem um diametro
inferior a 0,1 um (CETESB, 2016; Ghelfi, 2011; Cancgado et al., 2006). Todas
elas, podem causar danos a vegetacdo, deteriorar a visibilidade, contaminar o
solo e a &gua e alcancar por¢cdes mais profundas das vias respiratorias dos seres
vivos (CETESB, 2016; Hartz et. al., 2008).

Os danos causados pelas particulas de DEP estéo associados a diversos
compostos organicos e inorganicos que estdo adsorvidos na superficie de um
nacleo central de carbono. Metais, enxofres, nitrato, monoxido de carbono,
aldeidos e vérios hidrocarbonetos como hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos
(HPAS), oxi-HPAs e nitro-HPAs séo substancias presente no DEP (Saldiva et al.;
2002; Laks et. al., 2008; Wichmann, 2007).

A presenca de HPAs no material particulado foi relatada por alguns
autores como Martins et. al, (2002), Vasconcellos et. al (2003) e Seriani et. al.
(2016). Eles relacionaram altos valores desses compostos ao aumento do
trafego urbano de veiculos a diesel na cidade de Séo Paulo.

Os hidrocarbonetos possuem uma alta toxicidade e a capacidade de se
bioacumular no organismo, ou seja, essas substancias podem ficar retidas e

serem absorvidas pelos seres vivos. A bioacumulacdo dos HPAs pode causar



danos no material genético até a incidéncia de cancer (U.S. Environmental
Protection Agency, 2010).

Outra caracteristica muito interessante, € que eles também podem atuar
como disruptores enddcrimo ambientais, e amplamente definidos como agentes
exdgenos que interferem com a sintese, secrecao, transporte, ligagdo, acao ou
eliminacdo de hormdnios naturais que sao responsaveis pela manutencao da
homeostas e reproducédo (Clemons et. al, 1998).

Alguns estudos in vitro afirmam que compostos hidroxilados como o
benzo[a]pireno, hidroxonaftaleno, hidroxifenatrene e o0 criseno apresentam
similaridades estruturais com hormonios esteroides (Figura 1) como por
exemplo, a molécula do 17B estradiol e que além disso, elas + atividade
estrogenica (Clemons et. al, 1998; Wang et al.; 2004; Klein et. al. 2006;
Hayakawa et al., 2007).
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Figura 1. Estruturas moleculares de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS)
semelhantes a molécula do 17B-estradiol (1). Na sequéncia as moléculas de HPAs sao: 1-
hidroxonaftaleno (2), 2- hidroxonaftaleno (3), 2-hidroxifenatrene (4), 2 -hidroxocris (Adaptado de
Clemons et. al., 1998).

Embora os HPA possam funcionar como agonistas de ER, espera-se que
eles se liguem preferencialmente ao AhR e desencadeiem a inducdo de genes
como por exemplo, os relacionados ao citocromo P450, que atuam na

metabolizacdo destes xenobioticos.



2.3 VIA CELULAR DOS XENOBIOTICOS

A via celular dos xenobid6ticos € responsavel por metabolizar agentes
externos que podem ser absorvidos no organismo de diversos animais e dos
seres humanos. Dentre estes agentes externos se podem incluir alguns
constituintes de plantas, drogas, pesticidas, cosméticos, aromatizantes,
fragrancias, aditivos de alimentos, quimicos industriais e poluentes ambientais
(Patterson et. al.,2020). A sinalizagéo desta via ocorre principalmente com a
atuacao de algumas enzimas do citocromo P450 que permitem que as células
se adaptem as mudancas quimicas em seu ambiente, sua inducdo enzimatica
inibe a carcinogénese quimica porque aumenta a taxa de desintoxicacao
carcinogénica. Esta indu¢cdo € um mecanismo de protecdo pelo qual a célula
pode degradar compostos lipofilicos, que, de outra forma, poderiam se acumular
em niveis prejudiciais (Whitlock, 1999).

A entrada dos xenobidticos a esta via se da pelo receptor aril-
hidrocarboneto (AhR), um receptor altamente expresso nos pulmdes, no timo, no
rim e no figado (Tirona & Kim, 2005). O AhR pertence a uma familia de
reguladores transcricionais, sendo predominantemente citosolico. De inicio ele
forma um complexo com as proteinas Hsp90, XAP2 e p23. No momento em que
ocorre a ligacdo desse receptor a um xenobiético, sua conformacéo € alterada
expondo um sitio amino-terminal com uma sequéncia de localizacao nuclear,
resultando na sua translocag¢do para o nucleo onde se dissocia do complexo
Hsp90 para entdo formar um heterodimero com sua molécula parceira Arnt
(AhR/Arnt). Assim o heterodimero formado AhR/Arnt reconhece o gene de
transcricdo chamado Elemento Responsivo Xenobidtico (XRE) (Figura 2),
remodelando a estrutura da cromatina e facilitando a transcricdo de varias
proteinas (Pollenz et al, 1994; Mimura, 2003), muitas das quais sao enzimas
antioxidantes, do citocromo P450 e que sdo responsaveis por metabolizar os

xenobidticos, que constituem seus ligantes.
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Figura 2: Esquema da via dos xenobiéticos. (Fijten et.al. 2021).

A resposta aos xenobibticos geralmente relacionadas as enzimas do
citocromo P450, podem ocorrer em duas fases diferentes: Fase | e Fase Il. A
Fase | € mediada em grande parte pelas enzimas do citocromo P450 (CYP), que
sdo uma familia de enzimas de xenobibticos responséaveis pela desintoxicacao
da fumaca de cigarros e outros irritantes ambientais em metabdlitos
intermediarios. Estes metabdlitos, por sua vez, sdo conjugados por enzimas de
Fase Il e excretados. O passo limitante € na Fase Il, assim se houver sub-
expressdo de enzimas da Fase Il ou saturacdo completa de seus locais de
ligacdo, os metabdlitos que ndo foram processados no CYP acumulam-se no
pulmdo. Sendo alguns metabdlitos intermediarios mais téxicos do que seus

constituintes, os pulmdes podem sofrer danos oxidativos, um processo chamado



de bioativac&o, a menos que haja uma coordenagéo excelente das enzimas da
Fase | e da Fase Il (Tam, 2011).

Além dos genes relacionados ao citocromo P450, a via dos xenobioticos
pode gerar respostas como por exemplo, as de alteracbes no fator de
transformacao de crescimento (TGFa, TGFp), fator de necrose tumoral (TNFa),
interleucina (IL) -1b, IL-2, IL-6, IL-8 e taxas de expressao de interferon-gama
(IFNy) como foram observados em exposicdo ao TCDD em alguns estudos
(Haarmann-Stemmann, T., Bothe, H., & Abel, J., 2009).

E em estudos in vivo Saldiva et al. (1995) demonstraram haver diferenca
entre camundongos machos e fémeas em relacdo ao clearance mucociliar e
reologia do muco apds a exposicdo ao material particulado. Yoshizaki et al.
(2016) observaram diferentes respostas em relagdo ao muco acido, na
expressao de CYPs e na expressao dos receptores de Erf e de AhR ao
comparar machos e fémeas expostos a poluicdo do ar. Observaram também que
camundongos fémeas apresentam respostas inflamatorias cronicas, enquanto

0s machos apresentam respostas inflamatdrias mais agudas.

2.4HORMONIOS SEXUAIS FEMININOS

No organismo dos mamiferos existe seis familias de hormonios esteroides
que sdo classificados por suas bases estruturais e biolégicas. Sdo eles os
estrogenos, progesteronas (esteroides sexuais femininos), andrégenos
(esteroides sexuais masculinos), mineralocorticoides, glicocorticoides e vitamina
D. Os horménios esteroides, sdo compostos de ciclopentanofenantreno de
ocorréncia natural cuja sintese comeca com o colesterol. (Figura 3) (Norman &
Litwack, 1997).
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Figura 3: Esquema das sete principais classes de esteroides que sédo derivadas da estrutura
do colestano. (Adaptado de: Norman & Litwack, 1997).

Os hormonios estrogénio e progesterona sao encontrados em maior
quantidade nos individuos do sexo feminino e em menor quantidade no
masculino, de forma geral esses horménios regulam o crescimento, a
proliferacéo e a diferenciacéo celular e o funcionamento de 6rgaos reprodutores
e outros diversoss tecidos-alvo, como por exemplo, o pulm&o (Mollerup et al.,
2002; Slowikowski, et al, 2017).

A estrutura molecular da progesterona é C21Hs02. Ela é produzida no
corpo lateo, ovario e placenta (Norman & Litwack, 1997).

Ja o estrogénio tem a estrutura molecular CisH2402 e sua forma mais
dominante em humanos é o 17b-estradiol (E2), mas outras formas como a
estrona e o estriol também estédo presentes (Ascenzi et. al., 2006).

Poucos estudos relatam sobre a atuacdo destes horménios no sistema
respiratorio, mas a maior parte deles tem relacionado o estrogénio e a
progesterona ao cancer de pulméao (Slowikowski et al., 2017; Zhang et. al., 2009;
Pedroza et. al., 2020). A maior parte destes estudos mostra a existéncia dos
receptores de ER e de PR no tecido pulmonar e em células do brénquio (Mollerup
et. al, 2002; Jain et. al. 2012; Grott et. al., 2013).
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2.5 VIA DO ESTROGENIO

A via do estrogénio € responsavel por metabolizar horménios derivados
do proprio estrogénio e da progesterona. Seus efeitos biolégicos ocorrem
inicialmente por meio de dois subtipos de receptores de estrogénio (ER), ER-a e
ER-B (Ascenzi et. al, 2006). No modelo classico de acdo estrogénica, que ocorre
no nivel nuclear, os ERs estdo em uma conformacao inativa e sdo sequestrados
em um complexo multiprotéico. A ligacao deste complexo induz uma alteracao
conformacional no receptor, resultando na dissociacdo de proteinas e co-
repressores e recrutamento de coativadores com atividades de modificagao de
histonas (Mathews & Gustafsson, 2003). Assim, pela ligacdo de ERs aos
elementos de resposta estrogénica (ERES) nas regides promotoras de genes
alvo, a regulacdo transcricional ocorre de maneira dependente de ligante.
Entretanto, em outros casos 0os ERs também podem modular genes que nao se
encontram localizado no ERE, interagindo com os fatores de transcricéo ligados
a outra parte do DNA, como AP-1, Spl e fator nuclear-KB (NF-KB) (Figura 4)
(Zhang et. al, 2009).
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Figura 4: Esquema das vias de sinalizacao estrogénica. (Zon et. al. 2023).

Além da ativacao transcricional no nucleo, a acéo estrogénica ocorre na
superficie celular em poucos minutos apds a administracado de 173-estradiol.
Esta funcdo ndo-gendmica do ER envolve a ativacéo rapida de muitas moléculas
sinalizadoras, como os receptores do IGF-I e do fator de crescimento epidérmico
(EGF), MAPK, Akt, proteina quinase C e liberacdo de calcio e 6xido nitrico
(Zhang et. al, 2009).

Com relagdo ao tecido pulmonar saudavel e cancerigeno, a forma mais
ativa do receptor de estrogeno € a ERB. Alguns estudos, demonstram diferengas
entre 0s niveis de mRNA de ERa e ERB em tecidos humanos durante o
desenvolvimento fetal e outros mostram que ER é a unica forma expressa de
ER nos pulmdes tanto por testes in vivo, como in vitro do epitélio dos pulmdes
(Slowikowski et al., 2016).

Estudos mostram ainda que 0s estrogénios promovem o crescimento de
células de cancer de pulmdo e podem ser potencialmente responsaveis por

maior suscetibilidade ao cancer de pulméao em mulheres (Zhang et. al, 2009).
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Outros estudos também mostram que o0 sexo feminino apresenta
desvantagens em relacéo a doencas respiratorias, como asma e bronquiectasias
(Jain et. al., 2012).

2.6 VIA DA PROGESTERONA

A progesterona é um hormonio sexual, capaz de promover a diferenciacéo
e inibir a proliferacao celular (Clarke & Sutherland, 1990). Ela € um regulador
critico da funcdo reprodutiva feminina, mas também pode atuar no sistema
cardiovascular, nos 0sso0s, no sistema nervoso central e até mesmo nos pulmdes
(Scarpin et al., 2009).

Tanto em 0Orgdos reprodutivos, quanto em ndo reprodutivos como
mencionados acima, este hormonio atua de dois modos pela via classica e néo
classica (Pedroza et. al., 2020). Nas vias classicas, ela pode se ligar inicialmente
a receptores de progesterona (PR), reconhecidos como membros da
superfamilia de receptores nucleares de fatores de transcricdo, que Ssao
constituidos de um dominio de ligacdo ao termilnal amina e um dominio de
ligacdo ao terminal carboxila. As duas principais isoformas destes receptores sdo
o receptor de progesterona alpha (PRa) e o receptor de progesterona beta
(PRp). Estes PRs permanecem no citoplasma até que sejam ativados por seu
ligante, a progesterona (P4), e forme um complexo multiproteico. Apds essa
ativacao, o PR altera o complexo conformacionalmente, incluindo a dimerizacéo.
Esta localizam se no nucleo acoplando se especificamente aos elementos de
resposta a progesterona (PRES). A interacdo entre o complexo do receptor PR
com o fatores de transcricdo (PRE), leva a formacdo de um complexo de
iniciagédo de transcri¢cdo funcional (Goldman & Shalev, 2007). Ja nas vias néo
classicas ocorre uma sinalizacdo rapida, apo0s o ligante entrar direto pela
membrana celular ou atuar por receptores de PR localizados na prépria
membrana, conforme Figura 5. Destas duas maneiras, elas podem ativar
proteinas como: o proto-oncogene tirosina-proteina Src (c-Src), proteina quinase
ativada por mitogénio (MAPK), proteina quinase A (PKA), proteina quinase B

(AKT), proteina quinase C (PKC) e monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) a
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fim de atuar na proliferacéo e sobrevivéncia celular (Faivre et. al., 2008; Hanna
et. al., 2006).
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Figura 5: Esquema simplificado das vias da progesterona. (Adaptado de: Pedroza et. al.,2020).

Em estudo com células do epitélio pulmonar, analisando um dos efeitos
do receptor de progesterona (PR) juntamente com seu ligante, verificou que a
progesterona, por meio de seu receptor, € capaz de atuar na frequéncia de
batimento ciliar do epitélio das vias aéreas inibindo a frequéncia de batimentos
ciliar e contribuir para a desvantagem feminina nas doencas das vias aéreas
(Jain, 2012).

Marquez-Garban et. al., (2011) observaram a presenca dos receptores de
ER e de PR em células de pulmdo e relataram que quando expostas ao
estrogénio e a progesterona, se promoveu a secrecdo tumoral do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e angiogénese. A progesterona é
também o regulador chave da proliferacdo e diferenciacdo em tecidos
reprodutivos (Graham e Clarke, 1997).

Por fim, estes estudos sugerem que a prevaléncia de doencas
respiratorias e cancer de pulm&o em mulheres pode estar associado a uma maior
concentragdo dos hormdnios sexuais femininos e também, a capacidade de
alguns compostos organicos presentes no material particulado de diesel (DEP)

de mimetizarem estes esteroides.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se o material particulado do diesel pode influenciar nos
mecanismos de respostas celulares das vias dos xenobidticos, do estrogenio e
da progesterona em células de pulmdo humano quando associado aos

horménios sexuais femininos (estrogénio e progesterona).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a citotoxicidade do DEP nas células imortalizadas do
epitélio de brénquio humano (BEAS- 2B) e nas células de carcinoma do epitélio

pulmonar humano (A549);

. Quantificar a expressao do receptor de estrogénio (ER), receptor
de progesterona (PR) e do receptor de aril hidrocarboneto (AhR) nessas células
por RT-qPCR,;

o Localizar os receptores ERB, PR e AhR por ensaio de
imunufluorescéncia em células BEAS-2B e A549, apds a exposicdo ao DEP e

aos hormonios sexuais femininos;

o Identificar a ativagéo dos fatores de transcricdo (ERE, PRE e XRE)

em suas respectivas vias através do ensaio de “gene reporter” por luciferase;
o Medir as possiveis respostas inflamatérias e anti-inflamatorias de

citocinas como GM-CSF, IL-10, IL-6, IL-beta, RANTES e TNF-alfa das células de

pulméo expostas ao DEP e hormdnios sexuais femininos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS DO DIESEL

O DEP utilizado nesse estudo foi coletado a partir de um motor a diesel,
com o auxilio de um retentor de particulas acoplado ao escapamento do veiculo.
Esse equipamento foi desenvolvido pelo Prof. Paulo Roberto da Conceicéo. O
retentor de particulas consiste de um filtro bi-metélico que cria um campo capaz
de reter o PM emitido a partir do escapamento e foi desenvolvido pelo fisico
Paulo Roberto. Apds a coleta, o DEP foi dissolvido em solucéo salina a 10 mg/mL
durante 2 horas através de agitacdo magnética e colocada em um misturador
ultrasonicada durante 60 min, sendo deixadas em repouso por 24 horas. Apos
este periodo a suspenséo foi centrifugada por 20 minutos a 1800 rpm (rotacdes
por minuto) a 5°C e posteriormente por 10 minutos a 5000 rpm a 10°C. O
preciptado foi entdo coletado e seco a 57°C por 48 horas antes de sua utilizacao.
Esse material foi entdo, caracterizado pelo Dr. Jodo Paulo Amorim do
Laboratério de Quimica e Manufaturados/Bionanomanufatura do Instituto de
Pesquisas Técnoldgicas — IPT, para determinar os hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPA) presentes na amostra.

4.2 CULTURA CELULAR DE BEAS-2B

As células do epitélio bronquico humano - BEAS-2B (Sigma Aldrich) foram
cultivadas em um frasco de cultura de 25 cm? contendo meio de cultura DMEM-
F12 (Gbco, Life Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB); 1% de antibittico. Para expandir a linhagem celular, uma vez atingida a
confluéncia de 80% a 90% no frasco de cultura, foi feita a passagem das células
para um frasco médio, de modo que as células foram lavadas com PBS e
incubadas com tripsina - EDTA 0,5% (Gibco-BRL, USA) a 37°C até se
destacarem da placa. Para inativar a acao da tripsina foram adicionados soro
fetal bovino (SFB) na mesma proporcao. As células foram entéo centrifugadas a
5000 rpm por 3 minutos, em seguida o sobrenadante foi removido e o pellet foi
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ressuspendido em meio de cultura completo. O meio contendo as células em
suspensdao foi distribuido para 2 novos frascos de cultura de 75 cm?. Isso foi feito
novamente para dividir as células novamente em mais 4 frascos médios como
na Figura 6. Entdo foram congeladas em tubos criogénicos, utilizando meio
congelante (50% SFB; 40% LHC-9; 10% DMSO). Os tubos foram mantidos por
24h a -80°C e depois foram transferidos para nitrogénio liquido. A linhagem
expandida foi utilizada para os estudos, ou seja, todas as células estudadas

possuem 0 mesmo numero de passagens ao final.
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Figura 6: Etapas de expansao das células do epitélio brédnquico humano

4.2.1 CULTURA CELULAR DE A549

As células de carcinoma do epitélio de pulm&o humano (A549) foram

cedidas pela Dr. Daniela Basseres do Instituto de Quimica da USP e cultivadas
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com 0s mesmos procedimentos que as células BEAS-2B. A diferenca no cultivo
foi que as células A549 cresceram em meio de cultura RPMI 1640 (Gbco, Life
Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB); 1% de

antibioético.

4.3 CITOTOXICIDADE DO DEP EM CELULAS BEAS-2B E A549

As células foram cultivadas em uma placa de 12 poc¢os e expostas ao
material particulado em trés concentracdes diferentes (10, 50 e 100 pug/ml) e o
controle, pelo periodo de 8 horas, conforme (Figura 7).

Transcorrido os tempos de exposicao as placas foram lavadas com PBS
1x e tripsinizadas com 500 uL de tripsina em cada poco por 3 minuto, para que
se soltassem da placa. A tripsina foi neutralizada com 500 L de soro fetal bovino
e as células foram recolhidas em um tubo falcon® estéril. As células foram
centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm em 25°C e em seguida seu
sobrenadante foi descartado e as células foram misturadas em 1 ml de meio
LHC-9 e RPMI1640 para as células BEAS-2B e A549 respectivamente. Para a
contagem, foram retirados 10 pL da solugdo de células e misturados com 10 L
do corante Trypan Blue. Entdo, 10 uL dessa mistura foi colocado em uma camara
de Neubauer para auxiliar na contagem das células. Os dados foram coletados

em triplicata para cada concentracao e tempo.
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Figura 7: Esquema da placa para exposicéo a diferentes concentracdes de DEP por 8 horas.

Apés determinar a concentragdo de DEP, foram feitos testes de LIVE/DEAD
durante as exposi¢coes com DEP, pelo contador de células Countess Il da

Invitrogen®.

19



4.4 PADRONIZACAO DOS HORMONIOS SEXUAIS FEMININOS

Os hormoénios utilizados para as exposi¢des celulares foram o 17[3-
estradiol (E2) (Sigma-Aldrich CAS 50-28-2-Calbiochem) e a progesterona (P4)
(Sigma-Aldrich CAS 57-83-0-Calbiochem). As concentracfes desses hormoénios
foram definidas de acordo com a literatura de Mollerup et. al. (2002) e Sun et. al.
(2014). As quantidades sugeridas na literatura citada acima foram de 1nM para
0 E2 e 10nM para a P4.

Além disso, foi feito um teste de proliferacdo celular com o E2. No ensaio
de proliferacao celular, as células BEAS-2B foram expostas ao horménio E2 em
diferentes concentracbes (Controle, 100pM, 1nM e 10nM) e por diferentes
tempos (6hs, 24hs, 48hs, 72hs e 6 dias). As células foram cultivadas em meio
de cultura DMEN-F12 sem vermelho fenol (essa substancia interage com o E2)
((Gbco, Life Technologies), apds aderirem na placa, foi seguido as exposicoes
com E2, como descrito acima. Apds o cultivo, foi feito uma andlise de viabilidade
com o Trypan Blue para observar a proliferagdo celular. Para a P4 nao foi feito
um teste de proliferacdo, apenas se seguiu a literatura, ja que os resultados de

E2 foram similares a outros estudos.

4.5 EXPOSICAO DAS CELULAS AO DEP E HORMONIOS

As células BEAS- 2B e A549 foram expostas as seguintes condigdes:
controle; 10pug/ml de DEP; 1nM de E2; 10nM de PRG; 10ug/ml DEP+1nM E2 e
10ug/ml DEP+10nM PRG. De inicio elas foram expostas por 72 horas apenas
com os horménios e apds este periodo por 8 horas com os hormdnios + o DEP
conforme ilustrado na Figura 8.

Para as células BEAS-2B foi utilizado 3 ml de meio de cultura DMEM-F12
sem vermelho fenol (Gbco, Life Technologies) suplementado com 10% de SFB
filtrado (2X) (para remover possiveis horménios que estariam presentes no soro)
e 1% de antibidtico. Apds 24 horas de aderéncia as células foram expostas de
acordo com os grupos de estudo e tempos como mencionado acima. Os

hormonios e o DEP foram diluidos no meio de cultura utilizado.
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O mesmo foi feito para as células A549, mas o meio utilizado durante a
exposicao foi RPMI 1640 sem vermelho fenol (Gbco, Life Technologies)
suplementado com 10% de SFB (2X) e 1% de antibidtico.

e N o
D@ OO0 @@ OO
O® OO0 ©@® O,

Figura 8 : Esquema da placa de exposi¢édo de 3 dias aos horménios (E2 e PRG) e ap0s este

periodo por 2 horas ao DEP.

4.6 EXTRACAO DE RNA

ApOs o tempo de exposicao as células foram retiradas das placas e o RNA
total foi extraido utilizando 700 puL do reagente Qiazol® (Qiagen) e coluna de
extracdo (RNAeasy mini Kit Qiagen), conforme instrucées do fabricante. A
quantificacdo foi realizada usando o aparelho NanoDrop®, que indicou a

guantidade e a qualidade precisa de cada amostra.

4.7 RT-PCR (CONVENCIONAL)

ApoOs a extracdo do RNA, os primers de interesse (Tabela 2) foram
desenhados de acordo com as sequéncias genéticas de base de dados NIH
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e com a ajuda do programa de PCR em tempo real

(http://www.idtdna.com/Scitools/Aplicativos/RealTimePCR). Os primers

utilizados foram da Invitrogen® — Thermo Fisher Scientific.
O DNA complementar (cDNA) foi sintentizado utilizando o kit
SUPERSCRIPT Vilo Master Mix (Invitrogen®), conforme instrugdes da bula.
Nesta etapa, antes de ser usada a técnica de PCR convencional, o

método escolhido foi PCR em tempo real: “real time”, mas ap0s algumas
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tentativas ndo foi possivel definir uma curva para o E2 devido a sua baixa
expressao em células BEAS-2B. Com isso, a expressao dos genes foi realizada
por PCR convencional. As amostras dos grupos estudados foram preparadas
com 500ng/ul de cDNA, 21l de Platinum PCR, 1 ul do primer, respectivamente
para cada amostra em triplicata. Os grupos eram: controle (CT), estrogénio (E2),
progesterona (P4), DEP, DEP + E2 e DEP + P4. Elas foram colocadas no
termociclador a 62°C pelo tempo estimado do aparelho. Por fim, as amostras
foram submetidas a gel de eletroforese, feito com 1,59 de agarose ultrapura
diluida em 100ml de tampéo TBE juntamente com 10ul de Brometo de etidio, a

100 volts por 75 minutos.

Tabela 2: Sequéncias dos oligonucleotideos estudadas.

senso 5 —TGGCTTTTTGGACACCCACT -3’
a-senso 5 — CCGGCCTTGCCTTCTCTAAA -3
senso 5’- CAGCTGTCACTAATCGGGGT -3
a-senso 5- CTCTCGGTACAGCCCATTCC -3
senso 5 — CCACTTCAGCCACCATCCAT -3’
a-senso 5 — AAGCAGGCGTGCATTAGACT -3’
senso 5 — CTCAAGGTGTTTGACGGCATCC -3’
RPL13A a-senso 5 — TACTTCCAGCCAACCTCGTGAG -3’

Por fim, o gel foi observado no transiluminador L-pix touch - Loccus® para
gel de eletroforese e quantificado pelo programa Image J®, que detecta a

guantidade de pixels de cada banda presente no gel e calcula sua porcentagem.

4.8 Imunofluorescéncia

Para imunofluorescéncia foi utilizada duas placas escuras com 96 pocos,
em cada placa foi cultivado os diferentes tipos de células utilizadas nesse estudo.
Durante o cultivo foram feitas as exposicoes com DEP e com os horménios

sexuais femininos conforme descrito no item 4.5 da metodologia. Inicialmente foi
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feito a fixagdo das células na placa. Para esse procedimento, foi retirado o0 meio
de cultura de cada poco das placas, em seguida foi feito uma lavagem nas
células com 100 pl de Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS), retirou-se
o DPBS dos pocos e foi acrescentado 50 pl de Paraformaldeido 4% em cada
poco. Neste momento as placas foram colocadas a 4°C por 2 horas. Apos esse
tempo, retirou-se o paraformaldeido e se adicionou novamente 100 ul de DPBS
por duas vezes para fazer duas lavagens. Por fim, foi deixado 150 ul de DPBS
em cada poco e se manteve as placas na geladeira até o momento das proximas
etapas da imunofluorescéncia. Para a etapa de permeabilizacdo desse
experimento foi retirado o DPBS e adicionado 100 ul de Triton a 0,01% em cada
poco. As placas com Triton foram deixadas na geladeira (4°C) por 15 minutos,
se retirou o Triton dos pog¢os e novamente foi adicionado 100 ul de DPBS. Para
a etapa de bloqueio se adicionou 50 pl de BSA 5% em cada poco das placas que
permaneceram por 40 minutos no agitador a temperatura ambiente. Apés a
incubacdo com BSA 5% adicionou se 50 pl do anticorpo primario em cada poco
diluido nessa mesma solucdo. Manteve-se as placas na caAmara fria sob agitacao
overnight. Para a marcacdo do anticorpo secundario, removeu 0 anticorpo
primario e lavou-se duas vezes com 100 ul de DPBS cada poco. Fez-se a
diluicdo do anticorpo secundario em DPBS junto com o Hoescht. Adicionou-se
100 pl em cada poco do anticorpo secundario, mantendo no agitador protegido
da luz por 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse tempo, fez-se novamente
as duas lavagens com DPBS dos pocos, adicionou-se 100 ul dessa mesma
solucéo nos pocos e fez-se a leitura no equipamento Slide/Plate da Molecular

Device®

4.9 ENSAIO cOM GENE REPORTER POR LUCIFERASE

Foram adquiridos plasmideos recombinantes pela empresa Vector
Builder®, que foram construidos a partir de regides promotoras especificas de
nosso interesse. Esses vetores tém em sua construcdo 0S genes estrogen
responsive element (ERE) pertencente a via do horménio estrogeno, o gene
progesterone responsive element (PRE) e o0 xenobiotic responsive element

(XRE) pertencente a via do aril-hidrocarboneto. Além disso, tem a enzima

23



luciferase e um antibiotico, para o ensaio do gene reporter conforme Figura 9, 10
ell.

/- RSV promoter
o [
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VB210825-1380wmw

9431 bp

Figura 9: Vetor recombinante com luciferase ‘firefly” e a regidao promotora ERE feita no

vectorbuider.com.

Figura 10: Vetor recombinante com luciferase “firefly” e regido promotora XRE feita no

vectorbuilder.com.
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Figura 11: Vetor recombinante com luciferase “firefly” e regido promotora PRE feita no

vectorbuilder.com.

Todos os plasmideos utilizados para transfeccdo foram purificados
utilizando o kit Qiagen EndoFree® para remover endotoxinas nocivas. Esses
plasmideos recombinantes foram utilizados na producdo de lentivirus com o
auxilio do Laboratorio de Vetores Virais do Instituto de Cancer do Estado de S&o
Paulo (ICESP, laboratério coordenado pelo Dr. Bryan Strauss). As células BEAS-
2B e A549 foram transduzidas com os lentivirus, sendo individualmente ou em
combinacdo e posteriormente selecionadas para resisténcia com neomicina e/ou
puromicina. Estes procedimentos seguiram as normas de Biosseguranca para
OGMs de classe de risco 2 conforme a Comisséo Interna de Biosseguranga
(CIBio). ApGs a geracao das novas linhagens, estas foram consideradas OGMS
de classe de risco 1, sendo que as particulas virais ndo estdo presentes. Em
seguida, as células modificadas foram transferidas para o Laboratério de
Poluicdo Atmosférica Experimental do Departamento de Patologia da FMUSP,
para manutencdo e experimentacdo. Estas foram tratadas em quatro grupos
experimentais: 1) células sem tratamento (CT); 2) células expostas ao DEP
(DEP) 3) células expostas ao E2, 4) células expostas ao P4, 5) células expostas
ao DEP+E2 e 6) células expostas ao DEP+P4. A partir desta etapa, a ativacéo
das regifes promotoras do estrogénio, da progesterona e do aril-hidrocarboneto
foram quantificadas pela atividade da luciferase que foi medida utilizando o
reagente One-Glo® Luciferase Assay System (Promega) e um luminémetro
GloMax® 20/20 que foi cedido pelo Centro de Investigacdo Translacional em

Oncologia do ICESP. As regides promotoras em analise inseridas a montante do
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gene reporter luciferase presente no vetor, controlou a taxa de transcricdo e
traducdo destes genes. Os valores foram corrigidos para a concentracdo de
proteina no lisado celular, segundo a metodologia de Bradford (1976) e foram
apresentadas como a média entre 3 ensaios biologicos, cada um realizado em
triplicatas. As atividades dos promotores envolvidos foram determinadas a partir

do calculo da atividade do “firefly” corrigida pelo teor de proteina nas amostras.

5. LUMINEX®

O ensaio pela tecnologia xXMAP (Multiple Analyte Profiling) da Luminex®, ou
ensaio Luminex® é um método multiplex que possibilita quantificar varios
biomarcadores ao mesmo tempo, em uma pequena quantidade de material
bioldgico. A tecnologia xXMAP da Luminex® possui o principio similar ao ELISA
sanduiche, porém utiliza microesferas coloridas fluorescentes (beads) que se
ligam, de forma covalente, aos anticorpos de captura. As microesferas possuem
comprimentos de onda distintos, permitindo a quantificacdo de diversos
biomarcadores simultaneamente. Os anticorpos de captura sdo colocados
diretamente contra o biomarcador desejado. Apos uma série de lavagens, para
remocdo de proteinas ndo ligadas, anticorpos de deteccdo foram adicionados
para criar o complexo sanduiche, e posteriormente adicdo do conjugado
estreptavidina-ficoeritrina. As concentracdes das amostras desconhecidas foram
estimadas a partir da curva padréo, utilizando com concentracdo conhecida e
fornecida na bula dos kits que foram utilizados. Os niveis das citocinas foram
expressos em pg/mL de acordo com a curva padrao obtida na mesma placa. Os
limites de deteccdo dos biomarcadores (citocinas) de interesse do estudo,
analisados pela metodologia xXMAP da Luminex® foram fornecidos pelo kit, de
acordo com o fabricante. As amostras de sobrenadante das células BEAS-2B e
A549 apo6s serem tratadas com DEP e hormonios foram coletadas em tubo
contendo 300 microlitros cada e congelado a -80°C. Para realizagéo do ensaio,
as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 1000g, em temperatura
ambiente por 10 minutos. Para dosagem das citocinas GM-CSF, IL-10, IL-6, IL1
beta, RANTES e TNF - alfa foi utilizado o kit MILLIPLEX® Map Human
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel — HCYTOMAG-60K. (Merck KGaA,

Darmstadt, Germany). Resumidamente, foram pipetadas microesferas coloridas
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revestidas com anticorpos de captura contra os biomarcadores de interesse em
uma placa com 96 pocos. A seguir, foram pipetadas as amostras dos pacientes,
controles e curva padréo e branco e incubadas em agitador de placas (IKA MTS
2/4 digital). Apos lavagens, o anticorpo de detecc¢éo foi adicionado a placa, que
passou por novo periodo de incubacdo. As lavagens foram realizadas em uma
lavadora magnética (Bio-plex PRO II Wash Station) e as microesferas
permaneceram retidas na placa pela acdo de um ima. Posteriormente, foi
adicionada a estreptavidina-ficoeritrina, que emitiu sinal fluorescente quando
excitado pelos LEDs do equipamento de leitura, e entdo foi incubada por um
breve periodo. Apds a lavagem para remocao das proteinas ndo aderidas, foi
adicionada aos pocos uma solugédo tampao que possibilitou a andlise pelo leitor
de microesferas Magpix Milliplex (Luminex Corp, Austin, TX), onde 2 LEDS, um
verde com comprimento de onda de 525 nm fez a identificagdo, e um LED
vermelho (635nm) fez a quantificacdo desses biomarcadores. Uma camera com
dispositivo de carga acoplado (CCD, do inglés charge-coupled device) fez a
captura dessas imagens e enviou ao software Xponent 4.2 (Luminex Corp,
Austin, TX) e posterior analise dos dados foi realizada pelo software Milliplex
Analyst 5.1 (EMD Millipore). As concentracbes das amostras desconhecidas
foram estimadas a partir da curva padrédo, utilizando a concentracdo conhecida
e fornecida na bula dos kits utilizados. Os niveis das citocinas foram expressos
em pg/mL de acordo com a curva padrao obtida na mesma placa.

5.1 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software SigmaPlot 15.0 (Califérnia,
EUA). A principio, foi feito o teste de normalidade dos dados através do método
Kolmovorov-Smirnov. ApoOs essa analise, o0s testes utilizados foram
determinados a partir da variancia nos valores das amostras, podendo ser
paramétricos (one way ANOVA) e néo paramétricos (ANOVA on ranks). Foram
feitas analises de correlacdo entre os grupos de estudo comparados aos seus
controles, em relacdo a viabilidade celular e as altera¢des nas vias metabolicas.

O nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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6. RESULTADOS
6.1 Caracterizacdo do DEP

A identificacdo e quantificacao das fracbes de HPA foram observadas de
acordo com a (Tabela 3). A amostra de DEP, coletada do escapamento de um
Onibus e posteriormente analisada e caracterizada pelo Instituto de Quimica da
USP, revelou a presenca de 16 tipos diferentes de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs). Dentre esses, foram identificados compostos organicos
como naftaleno, fenantreno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno (BaA), criseno, benzo(b)fluoranteno
(BbF), benzo(k)fluoranteno (BkF), Benzo[j]fluoranteno, benzo(a)pireno (BaP),
Benzo[e]pireno, indeno(1,2,3-cd) pireno (InP) e dibenzoantraceno (DBA),
benzo[g,h,i]perileno. A concentragéo total de todos os compostos nesta coleta
foi de 32,46 ug/g.

Tabela 3 — Teor de HPA na amostra de DEP.

Concentragéo (ug/g)
Hidrocarbonetos Limite de
Policiclicos Aromaticos Limite de Quantificagdo
(HPAs) CAS MP-Diesel | detecgdo (LD) {LO)
Maftaleno (C10HE) 61-20-3 863 +0,04 0,01 0,1
Acenafteno (C12H10) 83-32-0 0,69 +0,04 0.01 0.1
Fluoreno (C13H10) 88-73-7 0,44 +0,02 0,01 0,1
Fenantreno (C14H10) B85-01-5 9,22 +0,02 0,01 0,1
Fluoranteno (C16H10) 206-44-0 428 £0,03 0,01 0.1
Pireno (C16H10) 128-00-0 452 +0,04 0.01 0,1
Benzofalantraceno {C18H12) 53-55-3 1,22 +0,04 0,01 0,1
Criseno (C18H12) 0218-01-08 0,86 £ 0,05 0,01 0.1
Berzo[k|flucranteno (C20H1Z) | 0207-08-08 082 +0,01 0,01 0,1
Benzaobjfluoranteno (C20H12) 205-88-2 <01 0,01 0,1
Benzofjifiucranteno (C20H12) 205-82-3 =01 0,01 01
Benzo{e]pireno (C20H12) 182-97-2 0,48 +0,02 0,01 0,1
Benzo{a]pireno (C20H12) 50-32-5 1,12 +0,05 0,01 0,1
Indenal1,2, 3-cd]pirena
(C2ZEH12) 193-38-5 =01 0,01 01
Dibenzofa hlantraceno
(C2EH14) 53-70-3 =01 0,01 0,1
Benzo[g.h.ijperileno (C23H14) 101-24-2 =01 0,01 0,1
Total de HPAs - 32,45 - -
Recuperagdo média (%) - 109 - -
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Dentre os compostos organicos caracterizados acima, 0s presentes em
maiores concentracoes estdo detalhados na (Tabela 4).

Tabela 4: HPAs em maiores concentracdes na amostra de DEP

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) em maior concentracdo na
polui¢3o atmosférica

HPAs Concentragao (ug/g)
1° Fenantreno (C14H10) 9,22 + 0,02
2° Naftaleno (C10H8) 8,63 +0,04
3° Pireno (C16H10) 4,52 0,04
4° Fluoranteno (G16H10) ' 4,28+ 0,03
5° Benzo[a]antraceno (C18H12) . 1,22 £ 0,04
6° Benzo[a]pireno (C20H12) . 1,12+ 0,05

E devido ao alto potencial carcinogénico desses compostos, pode-se
observar que os que possuem maior caracteristicas carcinogénicas estao
destacados na (Tabela 5).

Tabela 5: HPAs mais carcinogénicos na amostra de DEP

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) na poluigdo atmosférica que mais
possuem caracteristicas carcinogénicas

HPAs Concentracao (ug/g)
1° Benzo[b]fluorantena (C20H12) <0,1
2° Indeno[1,2,3-cd]pireno (C22H12) <01
3° Benzo[a]pireno (C20H12) 1,121 0,05
4° Benzo[a]antraceno (C18H12) 1,22+ 0,04
5° Benzo[k]fluoranteno (C20H12) 0,82 £ 0,01
| 6 Dibenzo[a,h]antraceno (C22H14) <0,1

De todos os compostos carcinogénicos, o benzopireno tem sido o
mais estudado, pois se sugere que seja 0 que mais afeta a concentragao de
esteroides sexuais de maneira antiestrogénica e/ou estrogénica (Wen e Pan,
2015). Na amostra acima, o benzopireno se mostrou expressivo, por estar em

alta concentragdo e ter um grande potencial carcinogénico.
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6.2 CITOTOXICIDADE DO DEP EM CELULAS BEAS-2B

Este estudo, contabilizou a viabilidade celular da BEAS-2B e da A549
apos a exposicdo ao DEP. As amostras foram medidas em triplicata e o nUmero
de células vivas foram obtidos em porcentagem. O resultado foi analisado pelo
teste Two Way ANOVA que identificou as seguintes diferencas estatisticas entre
0s grupos (p=0,004): CT vs 100 pg/ml, 10 pg/ml vs 100 pg/ml, CT vs 50 pg/ml;
10 pg/ml vs 50 pg/ml e 50 pg/ml vs 100 pg/mil.

A menor concentracdo de DEP (10 pg/ml), ndo apresentou diminuicéo
significativo nas células em relacdo ao controle quando expostas por 8 horas.
(FIGURA 7). sendo assim, esse estudo sugere que as células BEAS-2B e A549
sejam expostas a 10 ug /ml por 8 horas.

Trypan Blue

100 -
90
80 *
70
60
50 1 M BEAS-28
40
30
20 4 A549

10 ~

Viabilidade Celular (%)

Controle  10pg/mL  50pg/mL  100upg/mL

Figura 12: Andlise da porcentagem de células vivas expostas apenas ao meio (CT); 10 pug/mL
de DEP; 50 pg/mL de DEP e 100 pg/mL de DEP. O teste estatistico Two Way ANOVA nédo
apontou diferenca significativas entre os tipos celulares (p=0,945), mas houve diferenca entre as
concentracdes (p=0,004). O método Holm-Sidak mostrou diferenga entre os grupos: 100 pg/mL
vs CT; 100 pg/mL vs10 pg/mL; 100 pg/mL vs 50 pg/mL; 50 pg/mL vs CT; e 50 pg/mL vs 10 pg/mL.

Apos determinar a concentracdo de DEP que foi utilizada durante os
experimentos, foram feitos também, testes de contagem Live/Dead em cada
ensaio. Essa contagem foi feita com o auxilio de um contador de célula
Countessll Live/Dead da Invitrogen®, a fim de comprovar a viabilidade das
células estudadas conforme figura (Figura 13):
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Countess |l Live/Dead Report
File name: Countess_R.pdf
Date: 14.10.2021 15:38:18
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Figura 13: Resultado da contagem de células BEA-2B pelo contador de células Countessll
Live/Dead da Invitrogen® apos exposi¢do de 10 pug /ml de DEP por 8 horas. A) O total de células
apresentados em uma aliquota de 1 ml foi de 3,65X106, em que 82% das células estavam vivas
e 18% de células mortas; B) Grafico feito pelo contador de células que mostra a quantidade de
células mortas em vermelho e as células vivas em verde por tamanho das células e nimero de
células.

6.3PROLIFERACAO CELULAR COM E2

O ensaio de proliferacao celular serviu para confirmar a atuacdo do E2
nas células, a concentracédo e o tempo ideal baseado a principio na literatura. O
primeiro resultado analisou as concentracdes de E2 (100 pM, 1nM e 10nM) pelo
teste ndo paramétrico ANOVA on Ranks, através do método de Kruskal-Wallis,
o resultado da analise ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos em

relacdo as concentracdes de E2 (P = 0,856) (Figura 14).
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Figura 14: Analise das concentragdes de 173-estradiol (E2) em células BEAS-2B (100pM, 1nM
e 10nM). O teste estatistico ANOVA on Ranks (Kruskall-Wallis) ndo apontou diferenca
significativas entre as concentracdes (P = 0,856).

O resultado apresentado para o tempo ideal de exposicao foi analisado
pelo teste ndo paramétrico ANOVA on Ranks, através do teste Tukey, que
identificou as seguintes diferencas estatisticas entre os grupos (P = <0,001): 6
DIAS vs 48hs, 6 DIAS vs 24hs, 6 DIAS vs 6hs, 72hs vs 48hs, 72hs vs 24hs e
72hs vs 6hs (Figura 15).

Sendo assim, a escolha da concentracéo ideal de E2 para as exposi¢coes
desse estudo foi de 1nM e o tempo de exposicao foi de 72 horas, conforme esse

resultado e a literatura.
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Figura 15: Analise dos tempos de exposicao ao 173-estradiol (E2) em células BEAS-2B (100pM,
1nM e 10nM). O teste estatistico ANOVA on Ranks (Tukey) apontou diferenca significativas entre
as concentracgfes: 6 DIAS vs 48hs, 6 DIAS vs 24hs, 6 DIAS vs 6hs, 72hs vs 48hs, 72hs vs 24hs
e 72hs vs 6hs. (P =<0,001).

6.4PCR

As células que foram utilizadas para analisar a presenca dos receptores
ERpB, PRB e AhR pela técnica de PCR convencional, foram somente as BEAS-
2B, ja que inicialmente o trabalho seria feito apenas com elas. Além disso, ndo
foi possivel estabelecer a curva padrao pelo PCR real time para o ERp, devido
a sua baixa expressdo nessas mesmas células. A andlise entdo escolhida
inicialmente, foi a de PCR convencional, que apresentou 0s seguintes
resultados: AhR: (CTvsDEP); (CTvsDEP+E2), (CTvsDEP+PRG), (E2vsDEP)
(p<0,001); (E2vsDEP+PRG) (p<0,002); (PRGvsDEP), (PRGvsDEP+E2)
(p<0,001); (PRGvVSDEP+PRG) (p<0,002). ERB: (CTvsDEP), (CTvsDEP+E2),
(CTvsDEP+PRG), (E2vsDEP), (E2vsDEP+E2), (PRGvVsSDEP) (p<0,001). PRp:
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(CTvsE2) (p=0,003); (CTvsPRG), (CTvsDEP), (CTvsDEP+E2),
(CTvsDEP+PRG) (p<0,001); (E2vsDEP+E2) (p=0,004). Conforme (Figura 16,
Figura 17 e Figura 18).

Mesmo obtendo um resultado significativo, se fez necessario a escolha de
um outro tipo de célula de pulméo, que expressasse uma maior quantidade de
receptores de ER e PR. Foi a partir dessa etapa que foram utilizadas as células
A549, além da BEAS-2B e também foi escolhida a técnica de
imunofluorescéncia, que demonstrou ter uma maior sensibilidade para a

deteccdo desses receptores.

RNAm AhR - 2 horas

p<0,001 p<0,002

p<0,001 p=0,002

p<0,001

@

RNAm AhR %

; .

CcT E2 PRG DEP DEP+E DEP+PRG

GRUPOS

Figura 16: Porcentagem (0 a 10 no eixo X) de RNAm do receptor de AhR em células BEAS-2B
expostas depois de 2 horas aos hormdnios e ao DEP &: 1) Meio (Controle — CT); 2) 173-estradiol
(E2); 3) progesterona (P4); 4) Particula da exaustéo do diesel (DEP); 5) DEP + E2 e 6) DEP+P4.
As andlises estatisticas obtidas foram: CTxDEP; CTx DEP+E2; CTx DEP+P4 (p<0,001); E2xP4;
E2xDEP; E2xDEP+E2; E2XxDEP+P4 (p<0,001); PAXDEP; P4AXDEP+E2; PAXDEP+P4 (p<0,001).
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Figura 17: Porcentagem (0 a 10 no eixo x) de RNAm do receptor de ER em células BEAS-2B
expostas depois de 2 horas aos hormdnios e ao DEP a: 1) Meio (Controle — CT); 2) 173-estradiol
(E2); 3) progesterona (P4); 4) Particula da exaustéo do diesel (DEP); 5) DEP + E2 e 6) DEP+P4.
As analises estatisticas obtidas foram: CTxDEP; CTx DEP+E2; CTx DEP+P4 (p<0,001);
E2xDEP; E2xDEP+E2 (p<0,001); P4xDEP (p<0,001).
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Figura 18: Porcentagem (0 a 10 no eixo x) de RNAm do receptor de PR em células BEAS-2B
expostas depois de 2 horas aos hormonios e ao DEP a: 1) Meio (Controle — CT); 2) 17B-estradiol
(E2); 3) progesterona (P4); 4) Particula da exaustdo do diesel (DEP); 5) DEP + E2 e 6)
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DEP+PRG. As andlises estatisticas obtidas foram: CTxE2; CTxP4; CTxDEP; CTx DEP+E2; CTx
DEP+P4 (p<0,001); E2XxDEP+E2 (p<0,001).

6.5IMUNOFLUORESCENCIA

A imunofluorescéncia permitiu captar, quantificar e até mesmo localizar os
receptores AhR, ERB e PR com mais sensibilidade. A principio se confirmou a
presenca dos receptores de hormoénios sexuais femininos ERB e PR nas células
de pulmé&o (BEAS e A549). Ambos os tipos celulares apresentaram uma
expressao muito similar de seus receptores. Com isso, apenas as imagens de
BEAS-2B estéo ilustradas abaixo.

O resultado do receptor de AhR demonstrou ter aumentado na presenca
do DEP isolado e também quando exposto ao P4+DEP. Além do aumento na
guantidade de receptores, se observou claramente a translocacéo dele do
citoplasma para o nucleo, quando as células BEAS-2B e A549 foram expostas
ao DEP (Figura 19).

BEAS-2B — Receptor AhR

DAPI AhR Merge

DEP

E2+DEP

P4+DEP
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Figura 19: Receptor de AhR em células BEAS-2B x400: (A-C) Controle; (D-F) DEP; (G-
I) E2+DEP; (J-L) P4+DEP em relacdo ao receptor de AhR. Houve um maior aumento na
expressdo de AhR quando as células foram expostas ao DEP; A exposi¢cao ao P4+DEP

também demonstrou um aumento na expressao do receptor.

O resultado do receptor de ERB demonstrou ter aumentado na presenca
do E2 isolado e também quando exposto ao E2+DEP. O ER[, assim como o
AhR apresentou a translocacdo dele do citoplasma para o ndcleo, quando as

células foram expostas principalmente ao E2+DEP (Figura 20).

BEAS-2B — Receptor ERB

ERB

DAPI

Merge

E2

E2+DEP

Figura 20: Receptor de ERB em células BEAS-2B x400: (A-C) Controle; (D-F) E2; (G-I)
E2+DEP; em relacdo ao receptor de ERB. Houve um maior aumento na expressao de
ERB quando as células foram expostas ao E2+DEP; A exposi¢do ao E2 isoladamente

ndo apresentou um grande aumento em relacéo ao seu controle.
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Em relac&o ao receptor de PR, o resultado apresentou um aumento em
sua expressao quando as células foram expostas a P4 e expressou ainda mais
quando as células BEAS-2B e A549 foram expostas a E2+DEP e P4+DEP
(Figura 21). Ja em relacéo a translocacéao do PR para o nucleo, se observou que
PR se moveu para o nucleo na presenca de P4 e de E2+DEP, mas néao foi

apresentou translocacdo quando as células BEAS-2B foram expostas ao
P4+DEP (Figura 22).

BEAS-2B - Receptor PR

DAPI
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E2+DEP

P4+DEP

O
X

Figura 21: Receptor de PR em células BEAS-2B x400: (A-C) Controle; (D-F) P4; (G-I) E2+DEP;
(J-L) P4+DEP em relacdo ao receptor de PR. Houve um maior aumento na expresséao de PR
guando as células foram expostas ao P4+DEP e ao E2+DEP; A exposicdo ao P4 apresentou um

menor aumento de sua expressdo em relacdo as exposicbes com hormdnios e DEP.
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Figura 22: Imagens que mostram a translocacdo dos receptores de AhR, ERB e PR do
citoplasma para o nucleo em células BEAS-2B (X400). A) o receptor PR ndo migrou muito para
0 ndcleo quando exposto a P4+DEP; B) o receptor Er3 migrou para o nicleo quando exposto ao
E2+DEP; C) o receptor de AhR migrou para o nudcleo principalmente quando exposto ao DEP

sozinho.

6.6 GENE REPORTER

O ensaio do gene reporter com luciferase foi feito a partir do equipamento
e software GloMax® da Promega. O intuito desse ensaio foi analisar uma
possivel ativacdo das regides promotoras estrogem responsive elemento (ERE),
progesterone responsive elemento (PRE) e xenobiotic responsive element (XRE)
presente nas vias do estrogénio, progesterona e dos xenobibticos,
respectivamente. Os resultados significativos em células BEAS-2B foram:
diminuicao das expressdes do promotor (XRE) nos grupos expostos ao: E2, P4,
P4+DEP e aumento na expressao do grupo exposto ao DEP; diminuicdo das
expressdes do promotor (ERE) nos grupos expostos ao: E2, P4, P4+DEP e
diminuicdo das expressdes do promotor (PRE) no grupo exposto ao P4+DEP e
aumento na expressao do grupo exposto ao DEP, conforme (figura 23):
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Figura 23: Atividade dos promotores de interesse associadas ao gene da “luciferase”
em células BEAS-2B geneticamente modificadas. A) XRE o teste estatistico One way
ANOVA pelo método Dunnett’'s apontou diferencas significativas entre os grupos: CT vs.
E2,CT vs. DEP, CT vs. P4 e CT vs. P4+DEP (P = <0,001); B) ERE o teste estatistico
One way ANOVA pelo método Dunnett’'s apontou diferencas significativas entre os
grupos: CT vs. P4+DEP, CT vs. P4 e CT vs. E2 (P = <0,001); C) PRE o teste estatistico
One way ANOVA pelo método Dunnett’'s apontou diferengas significativas entre os
grupos: CT vs. DEP e CT vs. P4+DEP (P = <0,001).
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E os resultados obtidos em células A549 foram: aumento das expressfes
do promotor (ERE) no grupo exposto ao: E2 e nenhuma diferenca significativa

entre os grupos do promotor (PRE), conforme (figura 24).
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Figura 24: Atividade dos promotores de interesse associadas ao gene da “luciferase”
em células A549 geneticamente modificadas. A) ERE o teste estatistico One way ANOVA
pelo método Dunnett’s apontou diferengas significativas apenas para o grupo: CT vs. E2
(P = <0,001); B) PRE o teste estatistico One way ANOVA ndo apontou diferencas
significativas entre os grupos (P = 0,087).
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Ao compararmos os dois tipos celulares, se observa que as células BEAS-
2B tiverem uma diminuicdo em seus promotores, principalmente, quando
expostos aos hormdnios, enquanto as células A549 teve um aumento da

expressao do promotor ERE quando exposto ao E2.

6.7 LUMINEX®

Para avaliar algumas respostas inflamatorias frente as vias hormonais e
de xenobibticos apds os tratamentos ao DEP, E2, P4, E2+DEP, P4+DEP foram
analisadas algumas citocinas como: GM-CSF, IL-10, IL-1B, IL-6, RANTES e
TNFa, que sdo metabolizadas inicialmente pelas células de pulmdo, com o
objetivo de ativar o sistema imunoldgico. Os resultados obtidos pela técnica de
multiplex em células BEAS-2B e A549 estdo expressas na tabela 6 e nas figuras
25 e 26:

Tabela 6: Expressao de citocinas anti e pro-inflamatéria de BEAS-2B e A549 expostas a DEP,
E2, P4, E2+DEP, P4+DEP e controle.

GM-CSF IL-10 IL-1beta IL-6 RANTES TNF alfa
Analyte pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Sample
Controle 1 157.75 142.65 146.29 165.89 178.81 157.75
Controle 2 731.43 989.08 850.55 976.72) 938.33 808.83
BCT1 4,18 1,38 0,92 205,42 34,32 1,81
BD1 2,94 1,19 0,99 174,44 15,49 1,58
BE1 267,5 9,72 4,27 4672 98,7 2713
BP1 2,69 1,38 0,99 157,75 17,16 1,42
BE+D 1 146,29 15,6 2,29 4672 55,19 17,69
B P+D1 1,91 1,94 1,03 26,46 6,5 1,64
ACT1 1,91 1,7 0,81 26,46 88,27 2,89
AD1 9,17 1,38 0,88 105,49 55,74 6,66
AE1 1,91 2,58 1,04 4,82 30,87 3,92
AP1 0,93 1,38 0,99 2,43 61,78 1,42
AE+D1 2,16 4,09 1,41 3,62 8,49 35
AP+D1 1,85 2,86 1,16 3,13 47,94 2,11
B CT2 5,34 2,44 1,11 311,06 49,06 2,49
BD2 9,44 23,93 3,62 315 79,44 9,72
BE1 2419 67,09 8,39 5087 217,06 125,8
BP2 3,5 2,86 2,9 208,02 61,78 2,33
BE+D 2 165,89 5,63 1,94 5836 47,38 33,18
B P+D2 1,43 1,76 1 29,26 3,75 1,42
ACT2 1,95 1,1 0,76 34,02 109,63 2,75
AD2 11,9 4,48 1 133,96 87,24 16,41
AE2 9,72 19,57 2,05 35,78 47,94 548
AP2 1,13 2,38 1,16 3,62 104,94 1,93
AE+D2 2,6 8,39 1,37 4,94 47,38 5,07
AP+D2 0,85 1,1 0,74 3,29 47,94 1,42
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Figura 25: Representacao grafica em blox-plot mostrando o efeito sobre as citocinas GM-CSF,
IL-10, IL-1B, IL-6, RANTES e TNF-a, quando células BEAS-2B foram expostas a: Meio de cultura
(CT), Particulado da exaustéo de diesel (DEP), Estrogénio (E2), Progesterona (P4), E2+DEP,
P4+DEP. As diferencas significantes sdo as linhas que vdo de um box-plot ao outro marcado
com asterisco. As significancias estdo colocadas do lado direito de cada gréfico. GM-CSF = E2
vs P4+DEP; E2 vs P4; E2+DEP vs P4+DEP (p=0,001); IL-10 = E2 vs CT; E2 vs P4+DEP; E2 vs
P4 (p=0,004); IL-18 = DEP vs CT; E2 vs CT; E2 vs P4+DEP (p<0,001); IL-6 = E2 + DEP vs
P4+DEP; E2 + DEP vs P4; E2 vs P4+DEP; E2 vs P4 (p<0,001); RANTES = E2 vs P4+DEP
(p<0,001); TNF-a = E2 vs P4+DEP; E2 vs P4; E2 + DEP vs P4 +DEP; E2 + DEP vs P4 (p<0,001).

As andlises feitas em BEAS-2B demonstraram que quando estas foram
tratadas com E2, elas aumentaram a expressao de todas as citocinas GM-CSF,
IL-10, IL-1B, IL-6, RANTES e TNF-a e quando tratadas com E2+DEP aumentou
a expressdo em GM-CSF, IL-1B, IL-6 e TNF-a.
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Figura 27: Representacao grafica em blox-plot mostrando o efeito sobre as citocinas GM-CSF,
IL-10, IL-1B, IL-6, RANTES e TNF-a, quando células A549 foram expostas a: Meio de cultura
(CT), Particulado da exaustédo de diesel (DEP), Estrogénio (E2), Progesterona (P4), E2+DEP,
P4+DEP. As diferencas significantes sdo as linhas que vdo de um box-plot ao outro marcado
com asterisco. As significancias estao colocadas do lado direito de cada grafico. GM-CSF = DEP
vs P4; DEP vs P4 + DEP; E2 + DEP vs P4; E2 vs P4 (p=0,001); IL-10 = E2 + DEP vs CT; E2 vs
CT  (p=0,002); IL-18 = E2 + DEP vs CT; E2 vs CT (p<0,001); IL-6 DEP vs P4+DEP; DEP vs
P4+DEP; DEP vs E2+DEP; CT vs P4+DEP (p<0,001); RANTES = CT vs E2+DEP; CT vs E2; CT
vs P4+DEP; P4 vs E2+DEP; P4 vs E2 (p<0,001); TNF-a = DEP vs P4; DEP vs P4+DEP; E2+DEP
vs P4; E2+DEP vs P4+DEP; E2 vs P4; E2 vs PA+DEP (p<0,001).

Para as células A549, o maior aumento na expressao de citocinas, foi
provocado pelo DEP, nas citocinas GM-CSF, IL-6 e TNF-a. Outro resultado
obtido foi quando as células A549 foram tratadas com E2 e E2+DEP,
aumentando a expressao das citocinas IL-10 e IL-13. Curiosamente, a citocina
RANTES apresentou como resultado a diminuicdo de sua expressao, quando
exposta ao DEP, E2+DEP e P4+DEP.
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7. DISCUSSAO

E fundamental a compreens&o dos mecanismos celulares dos varios tipos
de doencas que acometem homens e mulheres, isto porque as mulheres séo
consideravelmente mais predispostas a doencas respiratorias e ao cancer
relacionado a poluicdo atmosférica do que os homens (Townsend et. al., 2012;
Zhang et. al., 1996; Jain et. al., 2011), e os resultados observados neste estudo
apresentaram algumas confirmacdes da associacdo entre hormoénios sexuais
femininos e a poluicdo atmosférica aqui observada na presenca do material
particulado da exaustéo do diesel (DEP).

Primeiro, a presenca de HPAs na amostra de DEP foi confirmada por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa no laboratorio de Quimica e
Manufaturados/Bionanomanufatura do Instituto de Pesquisas Técnoldgicas —
IPT e compostos como benzo(k)fluoranteno, benzo(a)antraceno e
benzo(a)pireno séo estruturalmente muito semelhantes aos horménios sexuais
femininos (Wenger et. al., 2008; Santodonato, J., 1996). As células de pulméo,
BEAS-2B e A549 que foram submetidas ao DEP com e sem 0s hormonios
estradiol (E2) e progesterona (P4), apresentaram uma grande interacdo com as
vias hormonais. A atuacdo de E2 associado ao DEP na via do estrogénio
demonstrou haver uma sinergia entre hormonio e poluigéo, capaz de gerar um
aumento nas respostas inflamatérias de células epiteliais de pulmédo. Ja a
exposicao do DEP quando associado ao P4 na via da progesterona teve em
grande parte uma diminuicdo nas respostas celulares incluindo citocinas,
sugerindo a possibilidade de ocorrer uma ac¢éo anti-inflamatéria. E por fim a via
dos xenobibticos metabolizou principalmente o DEP isoladamente, como

esperado.

Estudos clinicos sobre doencas respiratérias apontam que ocorre 0
aumento de sintomas de rinite em mulheres que utilizam contraceptivos orais
(Pelikan, 1978); ha uma maior incidéncia de hipertensao pulmonar em mulheres
jovens, e que vem sendo investigado (Satish et. al., 2015); Uma analise recente
do proteoma soluvel de células da lavagem broncoalveolar de pacientes com
DPOC revela mudancas distintas e abundantes em pacientes do sexo feminino

(Kohler et al., 2013); E dados epidemiologicos sobre asma relatam um aumento
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da doenca em mulheres pos-puberal (periodo de aumento dos hormdnios
sexuais femininos) e uma diminuicdo de casos de asma, por volta da
menopausa, indicando a auséncia de diferenca de género na asma além dessa
faixa etaria (Bonner, 1984; Skobeloff et al., 1992).

Para melhor compreenséo das afirmacdes acima, os homens expressam
niveis de estradiol e progesterona em concentracfes muito baixas, enquanto que
nas mulheres os niveis desses horménios variam substancialmente de 20 pg/ml
de estradiol e 0,3 ng/ml de progesterona na fase folicular em mulheres né&o
gravidas e pés-menopausa, a 40 ng/ml de estradiol e 300 ng/ml de progesterona
em mulheres gravidas. Esses horménios tém grande importancia no epitélio
brénquico, pois tem a funcdo de modulacdo de barreira, em suas respostas a
estimulos externos, incluindo patdgenos e alérgenos (Satish et. al., 2015).

Entdo, a exposi¢do a poluicdo aliada aos horménios endogenos sugere
que haja o agravamento de doencas pulmonares, ainda mais porque 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) adsorvidos pelo material
particulado do diesel presente na poluicdo atmosférica, sdo capazes de atuarem
como mimetizadores enddcrinos (Clemons et. al, 1998; Wang et al.; 2004; Klein
et. al. 2006; Hayakawa et al., 2007).

Para uma compreensdo mais detalhada, a primeira parte deste estudo
foram caracterizados 16 diferentes tipos de HPAs adsorvidos no DEP, sendo
eles: acenafitaleno (Ace), fenantreno (Fe), antraceno (Ant), pireno,
benzo(a)antraceno (BaA), criseno, benzo(b)fluoranteno (BbF),
benzo(k)fluoranteno (BkF), benzo(a)pireno (BaP), indeno(1,2,3-cd) pireno (InP)
e dibenzo antraceno (DBA). A concentracdo total na amostra de estudo foi
apresentada em uma unidade de medida (ug/g). Geralmente, a concentragéao
média de HPA individual, na poluicdo atmosférica, como na cidade de Séao Paulo
varia de 1 a 30 ng/m3. Esses valores se alteram conforme a estacdo do ano, e
areas urbanas, (Vasconcellos et. al., 2003; Bourotte et. al., 2005). Além disso,
cerca de 46-90% da massa de HPAs presente na atmosfera, estdo presentes no
material particulado que sdo emitidos por veiculos motorizados. Eles sao
condensados e liberados durante o processo de combustdo incompleta
formando particulas ultrafinas menores que 0,5 um de diametro (Baek et. al.,
1991; Miguel et. al., 2004). Essas particulas tém maior probabilidade de se

depositarem no sistema respiratério mais profundo, apdés a inalacdo e

45



prejudicarem a saude humana (Kameda et al., 2005). Segundo a organizacdo
Enviromental Protection Ambient (EPA), se estima que um homem pode inalar
ao maximo a média de 15,2 m3/dia de HPAs potencialmente carcinogénicos,
enguanto as mulheres devem inalar 11, 3 m3/dia ao maximo.

Observando as tabelas do resultado de caracterizacdo do DEP, se
percebe que ha grandes concentracdes de BbF/BKF, criseno e DBA. Segundo
Allen et. al (2008), esses hidrocarbonetos estdo entre 0s que mais possuem
caracteristicas carcinogénicas (BaA, BbF, BKkF, BaP, DBA and IND). Eles sdo
conhecidos como carcindbgenos quimicos ambientais, e possuem acdes
mutagénicas, capazes de induzir tumores malignos, malformacdes e disturbios
fetais (Glushkov & Polenok, 2017).

Dentre todos os carcinogénicos ambientais, o benzo(a)pireno (BaP) e
seus derivados sdo os hidrocarbonetos que apresentam mais estudos em
relacdo a sua capacidade de se ligar ao receptor de estrogénio (ER) e ter
atividade estrogénica e/ou antiestrogénica (Charles et al., 2000; Hirose et al.,
2001). Amadou et. al. (2021), sugerem que um maior risco de cancer de mama
esta associado a mulheres que foram expostas por mais tempo ao BaP presente
na poluicdo do ar. Artymuk et. al. (2021), sugerem que pacientes com
endometriose apresentam niveis mais elevados de anticorpos IgA e IgG se
expostos ao BaP.

Annibal, et. al. (2000) afirmou que a presenca do BaP, por si sO, ndo
justifica toda a atividade carcinogénica em um individuo, ela pode também ser
atribuida a presenca conjunta de outros membros da familia dos HPAs e de
alguns de seus derivados, principalmente nitroderivados que quando oxidados
levam a formacgéo de epoxidos secundarios (di-hidrodiolep6xidos), capazes de
iniciar um processo mutagénico sem mesmo ser metabolizado. Ja se tratando
de metabolizacdo dessas substancias contidas na poluicdo atmosférica, elas
atuam como produtos quimicos desreguladores endocrinos (EDCs) que podem
interferir nos sistemas endocrinos humanos e animais (Chen et al., 2022) e,
assim, afetar adversamente os organismos. Geralmente séo classificados em
trés grupos: compostos androgénicos (EDsA) que imitam ou bloqueiam a
testosterona natural; compostos da tiredide (EDsT) que tém efeitos diretos e

indiretos na glandula tireoide; e compostos de estrogénio (EDsSE) que imitam ou
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bloqueiam o estrogénio natural (Alvarez-Minoz et al., 2018; Pamplona-Silva et
al., 2018), sendo este ultimo o de maior interesse nesse estudo.

De um modo geral, muitos estudos comfirmam a relacdo dos HPAs e seus
derivados com os esteroides enddgenos femininos, como por exemplo, o
estradiol, e demonstraram ter grande potencial para atividades estrogénicas,
como a liberacdo do préprio estrogénio; atuacédo sobre os seus receptores (ER)
e ativacdo da transducdo de sinal intracelular, influenciando nas respostas
inflamatorias (Kuiper et. al., 1998). O presente estudo, assim como no estudo
anterior, também possibilitou observar uma interagdo do DEP em células de
pulmédo, que demonstraram a capacidade de atuar nas vias dos horménios
sexuais femininos, gerando perturbacdes moleculares e desequilibrio hormonal.

Antes do inicio das exposicbes, foram feitas padronizacdes nas
concentragdes, citotoxicidade e eficiéncia dos hormoénios 17b-estradiol (E2),
progesterona (P4) e do material particulado de DEP. Essas padronizacdes foram
testadas no decorrer do estudo em dois tipos de células do pulméo, sendo a
BEAS-2B (célula imortalizada do epitélio brébnquico) e a A549 (célula de
adenocarcinoma humano alveolar do epitélio basal), ja que de inicio a células
BEAS-2B apresentaram uma menor eficiéncia em suas respostas aos testes
iniciais.

As andlises de citotoxicidade do DEP apresentaram mais que 25% de
morte celular apos a exposicao de 8 horas nas concentraces de 100 ug/ml e de
50 pg/ml. De acordo com a Organisation for Economic Cooperation and
Development (2018), a concentracéo letal de um agente quimico no ambiente €
equivalente a dose que pode matar 50% dos animais testados no periodo de
observacédo de até 4 horas (Lethal Concentration 50 — LCsp). Com isso, foi
determinado o uso da concentracdo de 10 pug/ml de DEP pelo periodo de 8 horas
nos ensaios celulares, a fim de analisar melhor as interacdes moleculares. Além
disso, Seriani et. al. (2015), utilizou 15 pg/ml de DEP em células BEAS-2B a fim
de avaliar os efeitos toxicos do DEP nas vias aéreas e obteve resultados bem
significativos na concentragcao proxima da escolhida nesse estudo.

Para a padronizagdo dos hormoénios, principalmente do E2, foi feito um
ensaio de proliferacdo celular e também, uma analise bibliografica das
concentracbes adequadas. A escolha do ensaio de proliferacdo com E2 esta

relacionada a influéncia desse hormonio no crescimento e diferenciacéo celular
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(Mollerup et. al., 2002; Zhang et. al., 2009). Como resultado, o E2 apresentou
um aumento significativo e adequado em células expostas a concentracfes de
100 pM a 10 nM de E2 por 72 horas. Em relacdo a literatura, foi seguido os
protocolos de Mollerup et. al. (2002) e Sun et. al. (2014) que indicavam
concentragdes de 1nM E2 e 10nM P4 respectivamente.

A primeiras exposicdes foram feitas em BEAS-2B com o0s hormonios e
DEP, foram feitas para serem analisadas as expressdes génicas por RT-gPCR
(PCR real time) dos receptores de estrogénio (ERB), do receptor de
progesterona (PR) e do receptor de aril-hidrocarboneto (AhR). Ao definir a curva
padrao de cada condi¢ao para analisar os resultados posteriormente, o ERB ndo
teve sua curva estabelecida na célula em condicao basal e nem quando exposta
a diferentes concentracbes de E2, como esperado. A fim de encontrar uma
solucéo para essa etapa do RT-gPCR, o teste foi refeito mais algumas vezes,
com a troca dos primers e algumas modificacdes, mas apenas a expressao do
gene constitutivo (GAPDH) e do gene do receptor de (AhR) obtiveram uma curva
padrao correta. Para uma maior certeza da presenca dos receptores de ERa,
ERPB e PR nas células, foi feita ainda uma analise da expressao génica por PCR
convencional que apresentou uma baixa expressao de mRNA desses receptores
nas células BEAS-2B.

De acordo com Mollerup et.al. (2002) a expressao do mRNA do receptor
ERa encontrada por eles em células imortalizadas de pulmao sdo bem menores
quando comparadas a expressdo do mRNA de ER[3 em tecido de pulmao normal,
0 gue levou a ser analisado apenas as respostas do ERB nesse estudo. Outros
estudos de revisdo sobre a via do estrogénio, afirmam que existe um baixo nivel
de expressdo de seus receptores (ERa ERB) em alguns tipos de células
imortalizadas e que se faz necessarios testes bem sensiveis para que haja a
deteccédo desses genes (Wang et. al., 2021; Musial et. al., 2021).

Mesmo com a baixa expressdo do ERB no ensaio qualitativo de PCR
convencional, foi possivel analisar as alteracdes de expressao nos mRNAs dos
receptores de ERp, PR e AhR.

As repostas encontradas pelo teste de PCR convencional, observaram de
modo geral a diminuicdo da expressdo dos mRNA dos receptores de interesse
nesse estudo. Se sugere que este fato, pode estar relacionada ao tempo de
exposicdo do DEP e dos esteroides nas células, onde as BEAS-2B tiveram
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apenas tempo para sintetizar proteinas a partir da quantidade de mRNA basal,
como ocorre com a biossintese da mucina que leva 6-24h para ocorrer (Neutra
& Fostner, 1987). Outro exemplo foi o estudo de Yoshizaki et. al. (2016) que
observaram que a expressdo do mRNA de ERB no epitélio nasal de
camundongos fémeas expostas ao Concentrador de Particulas Ambientais
(CPA), por um tempo de 40-51 dias diminuiu em comparacao a fémeas e machos
expostos ao ar ambiente e em analise imunohistoquimica (proteina do receptor),
o ERB aumentou nessas mesmas condi¢des. Supondo que neste estudo, os
MRNA dos receptores de AhR, ERB e de PR3 seriam traduzidos em proteinas,
sugeriu que, a resposta foi negativa porque ndo houve tempo habil para
recomecar a biossintese, e que houve uma proporcionalidade inversa entre a
quantidade de mRNA e das proteinas sintetizadas por eles.

Em relacdo ao receptor AhR neste estudo, as respostas apresentaram
diminuicdes significativa de sua expressao entre os grupos: CT vs DEP; CT vs
DEP+E2; CT vs DEP+P4; E2 vs DEP; E2 vs DEP+P4; P4 vs DEP; P4 vs DEP+E2
e P4 vs DEP+P4. Como esperado, o AhR respondeu principalmente a exposicao
ao DEP. Ele apresentou uma significativa diminuicdo da expressao do seu
MRNA, confirmando a participacdo dele na metabolizacdo do material
particulado. A resposta ao receptor de AhR também apresentou uma diminuicao
na expressao de seu mMRNA quando exposto ao DEP associado aos hormonios.
Isso pode ocorrer pois a via do AhR metaboliza diversos xenobiéticos, mas
também pode mediar a metabolizagdo do 17B-estradiol (E2) e da estrona (E1)
por genes do citocromo P450 (Lee et. al., 2003), indicando principalmente a
ligacdo do estrogénio ao receptor de AhR. Mas, por outro lado, o AhR néo alterou
significativamente sua expressdo na presenca do E2 sozinho e sim apenas
guando o DEP estava associado a ele. Ao relacionar que os HPAs adsorvidos
no DEP possam mimetizar o E2 e que mulheres fumantes apresentam um
aumento significativo nos niveis de expressédo do gene CYP1A1l, que codifica
uma das principais enzimas na ativacdo metabolica dos HPAs (Ryberg et. al.
1994; Wenger et.al., 2009) se pode sugerir que exista uma maior interacao do
E2 com o receptor de AhR quando ele esta associado aos HPAs existentes na
mesma exposi¢cdo. Segundo Vickers et. al. (1989) existe uma variagdo na

quantidade dos ERs em céancer de mama associado a expressado das enzimas
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metabolizadoras de xenobibticos nas fases | e Il quando expostas ao
benzo(a)pireno e ao agente antineoplasico elipticina.

O aril hidrocarboneto (AhR) tradicionalmente € considerado como um
intermediario critico na resposta toxica e cancerigena, porém, provou ser
também um importante regulador da fisiologia celular e homeostase de 6rgéos.
Ele apresenta sua contribuicdo para o funcionamento adequado dos sistemas
imunologico, hepatico, cardiovascular, vascular e reprodutivo. No nivel celular, o
AhR estabelece interacbes funcionais com vias de sinalizacdo que regem a
proliferagéo, o ciclo, a morfologia, a adesao e a migracao celular. Esse receptor
também tem sua implicacdo no controle da diferenciacdo e na pluripoténcia
celular. A nivel molecular, o AhR regula uma gama de genes fisiologicamente
relevantes, seja por mecanismos dependentes de transcri¢ao tradicionais ou por
processos imprevistos envolvendo isoladores gendmicos, dinAmica da cromatina
e a transcricdo genética. E razoavel considerar que a desregulacdo dessas
funcdes poderia contribuir ou até mesmo causar doencas humanas (Mulero-
Navarro & Fernandez-Salguero, 2016).

O mRNA de ERB demonstrou uma diminuic&o significativa da expresséo
entre os grupos: CT vs DEP; CT vs DEP+EZ2; CT vs DEP+P4; E2 vs DEP; E2 vs
DEP+E2 e P4 vs DEP. A expressao do ERp foi bem parecida com a expressao
do AhR, ele pareceu responder mais ao DEP do que ao préprio E2 ao diminuir
muito mais sua expressdo quando comparamos um ao outro. Esta resposta
sugere que exista uma interacdo entre os HPAs presentes no DEP com os
receptores de estrogénio. E mais uma vez, demonstra a capacidade dos HPAs
em mimetizar os esteroides sexuais femininos, sugerindo que eles possam
provocar efeitos na via do estrogénio causando um bloqueio, uma diminuigéo ou
até mesmo a alteracdo de suas funcdes, competindo assim por sitios receptores
disponiveis (Clemons et. al, 1998). Esses xenoestrogénios também resultam em
respostas adversas a estimulos fisiologicos ou iniciam mudancas inadequadas
associadas a malignidade (Ying et al., 2002). Além disso, existem algumas
evidéncias que apoiam o papel de desreguladores endocrinos estrogénicos que
possam promover a carcinogénese pulmonar (Sweeney et al., 2015). Estudos
demonstraram que a inalacdo de vapores de Oleo de cozinha, que s&o
compostos principalmente de aldeidos e HPAs, podem aumentar o risco de
desenvolvimento de cancer de pulméo (Siastad et al., 2009), especificamente
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em nao fumantes (Pan et al., 2018). Chaloupka et. Al, 1996; Lin et.al., 2003;
Kharat e Saaticiogle, 1996, discutem sobre a capacidade dos HPAs e o
estrogénio de promoverem uma alteracdo muatua, o que podera resultar em
desequilibrio de ambos, que por sua vez podera levar a tumorogénese.

Com relagdo ao mRNA da PRB houve uma diminuigdo significativa entre
CT vs E2; CT vs P4; CT vs DEP; CT vs DEP+E2; CT vs DEP+P4 e E2 vs
DEP+E2. A diminuicao do mRNA de PR se apresentou mais significativa para
0 DEP+P4 e para o DEP+E2 do que para o DEP isoladamente, apresentando
uma diferente resposta em comparacao ao resultado dos outros receptores.
Neste caso, se sugere que o receptor de PRB tem uma maior afinidade pelo DEP
guando associado aos esteroides sexuais femininos, podendo ser um grande
influenciador nas respostas celulares da via da progesterona. Uma outra
diminuic&o significativa do mRNA deste receptor é quando ele est4 associado a
presenca do E2. Isso pode estar relacionado a capacidade deste receptor de
metabolizar também o E2 além da P4. (Grott et. al., 2013) Mesmo assim, o
receptor de PR pareceu ter uma grande afinidade com todas as moléculas a
gue foi exposto, sugerindo uma maior capacidade de interagdo com os HPAs do
que o receptor de ERpB, que é muito conhecido na literatura. Isso pode estar
associado a hipotese de que haja uma competicdo entre os trés receptores (AhR
o ERB e o PRPB) em relagcdo ao DEP, principalmente por conter compostos
organicos com capacidade estrogénica. Santodonato et. al., (1996) observaram
como muitos compostos naturais e antropogénicos exibem propriedades
estrogénicas em uma variedade de sistemas de bioensaio animal in vivo e in
vitro, mas apenas um limitado nimero de quimicos do meio ambiente com
propriedades anti-progesterogénica foram identificados (Tran et al. 1996; Klotz
et al, 1997) trazendo pouca informacdo a respeito das atividades
progesterogénica ou anti-progesterogénica de substancias no meio ambiente,
demonstrando a necessidade de mais estudos sobre a interacdo HPAs/via da
progesterona.

Comparando todos os resultados nessa etapa, o DEP aparenta
desempenhar um importante papel tanto na via do AhR quanto na dos esteroides
femininos (estrogénio e progesterona) e isso provavelmente esta relacionado a

presenca dos HPAs adsorvidos no seu material particulado.
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A fim de confirmar e analisar esse resultado com uma maior sensibilidade
de deteccao dos receptores AhR, ERB e PR}, foi utilizado o método de
imunofluorescéncia. Os resultados observados nesta etapa foram apenas
qualitativos, a fim de demonstrar que ocorreu diferencas na expressao e
localizacdo da proteina desses receptores. Foi ilustrado nos resultados apenas
as respostas as células BEAS-2B, isso porque, ambas as células expressam
seus receptores de maneira muito parecida. A diferenca existente entre elas sé
poderia ser detectada através de uma quantificacdo de seus receptores.

De inicio, pode se observar que as expressfes das proteinas desses
receptores, realmente apresentaram uma relacdo inversamente proporcional ao
seus mRNAs, conforme sugerido no resultado do teste de PCR.

Assim, as proteinas do receptor de AhR demonstraram um maior aumento
em sua expressao quando as células foram expostas principalmente ao DEP.
Choi e Kim (2021) também observaram que HPAs derivados de material
particulado aumentaram a expressao do receptor AhR em células de fibroblastos
das pregas vocais humanas e induzindo as respostas inflamatorias e o estresse
oxidativo das células.

Além do aumento na expressdo, o0s receptores de AhR durante a
exposicdo ao DEP demonstraram uma maior concentracdo no nucleo das
células, sugerindo que eles tenham se translocado para essa regido, a fim de de
ser transcrito e metabolizado junto de seu ligante. Alguns estudos atuais
apresentaram os mesmos resultados em relacéo a localizacdo desse receptor,
como por exemplo, Liu et. al. (2023) que observaram a transloca¢éo do AhR para
0 ndcleo em células epiteliais de pulmdo de camundongo MLE-12 e células
epiteliais alveolares primarias tratadas com PM2.5 (10 pg/ml) por 12 horas. Kim
et. al. (2021) apresentaram os mesmos efeitos do PM2.5 nos receptores de AHR
de queratinécitos primarios humanos e pele organotipica.

Outro curioso resultado do AhR, foi o0 aumento da expressédo de AhR
durante a exposicdo ao P4+DEP. Dentre os poucos estudos que citam a
participacdo de P4, se observa que existe um papel importante para ele na
regulacdo da sinalizacdo do AhR no Gtero de ratas. Eles afirmam que a P4 tem
efeitos semelhantes ao E2 em relagéo a expressédo de AhR, mas uma resposta

antagonista ao E2 em relagcdo aos genes-chave Cyplal, Gsta2 e Ugtl (Rataj et.

52



al., 2015), colaborando com a hipotese de P4 ter uma agédo anti-estrogénica e
anti-progesterénica quando exposta em alguns tipos celulares.

Quanto ao receptor ERpB, este teve como resultado, um aumento da
expressao de sua proteina quando as células foram expostas a E2+DEP. Assim
como o receptor de AhR em relagdo ao DEP ele também apresentou a
translocacdo de alguns receptores ERB para o nucleo celular durante a
exposicdo a E2+DEP. A acdo de E2+DEP pode potencializar as respostas
celulares tanto na via do estrogénio quanto na de xenobibticos, ja que o E2 e o
DEP podem atuar em ambas as vias de forma isolada ou conjunta. Helle et. al.
(2016), observou que células de glandulas mamarias de ratas quando tratadas
com E2, expressaram um aumento nos receptores de AhR enquanto outros
estudodos relataram que alguns PAHS, incluindo benzo[a]pireno (B[a]P) e
benzo[a]antraceno (B[a]A), podem ativar os receptores ER, seja diretamente ou
indiretamente, produzindo metabdlitos estrogénicos (Charles et al., 2000;
Fertuck et al., 2001; Ohtake et al., 2003; Gozgit et al., 2004; Pliskova et al., 2005).

Além disso, se tratando do ER[B expresso em células de pulmao, Luo et.
al. (2021), observou um aumento de ERP e da citocina IL-6 quando expostos a
extrato organico do PM2.5 e a inibicdo do receptor de estrogénio, diminuiu a
expressao de IL-6 promovendo ainda mais a transformacao maligna das células
e confirmando estar envolvido em Vvarios tipos de cancer.

Os receptores de PR surpreendentemente expressaram um grande
aumento no numero de proteinas nas células de pulmdo quando expostas a
todos os tratamentos. Levando em consideracédo que o resultado de seu mRNA
foi inversamente proporcional a quantidade de proteinas, ambos os resultados
aqui apresentados colaboram a respeito da expressdo de PR em células de
pulmdo. Como ja dito anteriormente, existem pouquissimos estudos que
abordam sobre o PR em pulméao. O que se pode afirmar é que esses receptores
estdo envolvidos na producdo de citocinas inflamatoérias (Artmuk, 2021). Mas
estudos como o de Taylor (1961) observou que apesar do PR estar presente na
mucosa nasal, a progesterona tem pouco efeito funcional, e também estudos de
co-localizagcdo usando a proteina marcadora de células ciliadas a-tubulin
revelam que os PRs sao expressos em regides proximais dos cilios em células
epiteliais traqueais humanas (Jain et al.,, 2012), com uma expressao mais

elevada de PR3 em ambos os sexos. A progesterona diminui a motilidade ciliar

53



em células epiteliais: um efeito que é prevenido pela adicdo de E2, mostrando
os efeitos potencialmente opostos desses esteroides sexuais (Jain et al., 2012).

A segunda etapa do estudo avaliou mudancas nas respostas celulares
mediadas por genes no nivel de transcrigdo/traducéo. O ensaio de gene reporter
se baseia na expressao do gene de interesse em resposta a ativacao de uma
cascata de sinalizacdo especifica, sob o controle de um elemento de resposta
para avaliar sua atividade transcricional que pode ser facilmente detectada por
um sinal luminescente (Unal, 2018). Além de exibir resposta gendmica, as
substancias quimicas desreguladoras enddcrinas (EDCs) também modificam
sinais de transcricdo inibindo ou sintetizando novas proteinas. EDCs que imitam
horménios esteroides enddégenos podem induzir uma resposta ndo gendémica
rapida, ligando-se com receptores de membrana plasmatica e agindo por meio
de cascadas de sinais desencadeados por segundos mensageiros, resultando
em mudancas na motilidade celular, processos de sinalizacdo e sintese
hormonal rapida (Watson et al., 2007).

Os resultados em relacdo ao promotor XRE ap0s os tratamentos com o
DEP e os hormonios, foram significativos para CT vs DEP (ativacdo); CT vs E2,
CT vs P4 e CT vs P4+DEP (inibicdo). A ativacdo do gene repérter XRE quando
exposto apenas ao DEP, foi um resultado esperado, ja que essa € a principal via
de metabolizacdo de xenobidticos como no caso dessa substancia. Muitos
estudos ja observaram que o material particulado, em especial emitido por
veiculos, contém adsorvidos em suas moléculas compostos de HPAs e que por
sua vez sdo capazes de ativar a via do aril-hidrocarboneto (Vogel et. al., 2020).
Saito et. al. (2021) observou o0 aumento na atividade de transcricao dependentes
do AHR/XRE induzidas por BaP em células de mama MCF-7, o que também
demonstra a metabolizacdo desse composto a partir do promotor XRE. Além
disso, estudos como os de Grytting et. al., (2022) e @vrevik et. al., (2015),
afirmam que o promotor XRE regula inimeras citocinas diretamente ou com o
auxilio do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). Apos a etapa de
transcricdo por essa via canodnica, 0s xenobidticos sdo metabolizados por
enzimas de fase |, como CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1 e enzimas de fase lII,
incluindo NADPH:quinona oxidoredutase (NQO1), glutationa Stransferase (GST)
A2 e UDP-glucuronosiltransferase (UGT) 1A1 e UGT1A6. Existe também um

estudo que relaciona a resposta direta do promotor XRE em humanos e ratos,
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como capaz de recrutar macrofagos quando expostos ao BaP (Pinel-Marie et.
al., 2009).

Em relacéo a inibicdo da atuacdo do promotor em resposta ao E2 e ao
P4, se supde que ocorra uma interacéo entre a via do AhR e os receptores ERs
através de um mecanismo inibitorio, principalmente do E2 e de seus receptores.
Provavelmente, esses mecanismos estdo relacionados as semelhantes
estruturas moleculares entre os horménios e os disruptores enddécrinos. Mas,
muito pouco se conhece sobre essa interacao (Hwang et. al., 2022).

Como resultado do gene reporter ERE em relagdo ao DEP e aos
horménios, ndo houve uma expressao significativa que indicasse a ativacéo ou
inibicdo da via estrogénio. Analisando esse resultado em conjunto com 0s
demais observados nesse estudo, se sugere a possivel ligacéo do receptor ER
e seus ligantes a um outro fator de transcricdo atuante nessa via.

Se sabe que o promotor ERE é o fator de transcricdo classico dos
receptores de ER e € conhecido por regular o crescimento celular (Heldring et
al., 2007). Mas nem todas as respostas mediadas por ER requerem a ligacéo
direta com o ERE. Eles também ativam a transcri¢cdo por meio de um 'mecanismo
de ancoragem' no qual esses receptores podem interagir diretamente com outros
fatores de transcricdo ligados aos seus elementos de resposta. Dentre esses
genes promotores, alguns exemplos sao Spl, AP-1, CREB1, PITX1, NF-kp,
PAX2, FOXAl, AP2, TCF, PAX6, BACH1, MEF3 e LUN1 (Charn et al., 2010;
Porter et al., 1996; Paech et al., 1997; Heldring et al., 2011; Stender et al., 2011).
O receptor ERB especificamente, tem maior afinidade em se ligar com locais
como o0 AP-1 (Zhao et al., 2010). Esse mecanismo de agédo gendmica indireta foi
demonstrado em estudos envolvendo a atividade moduladora do ERB nos
fatores de transcricdo do complexo Fos/Jun/AP-1 (Darbre, PD. 2014). Com isso,
se sugere que uma possivel regido promotora que teria respondido aos
tratamentos desse estudo, seria o promotor AP-1. Sendo interessante, se fazer
um estudo mais detalhado dele.

Os resultados em relacdo ao promotor PRE apds os tratamentos de
interesse, foram significativos para CT vs DEP (ativagdo) e CT vs P4+DEP
(inibicdo). A ativacao do promotor PRE quando exposto ao DEP isoladamente,
pode sugerir sua participacdo na via da progesterona, com a capacidade de

mimetizar os hormonios sexuais femininos e promover uma agao progesteronica,
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por outro lado, quando ele esta associado a P4 se torna capaz de inibir o
promotor PRE, sugerindo entdo ocorrer uma atividade anti-progesterénica na
presenca desse hormoénio. O estudo de Wang et. al. (2005), observou que o
material particulado proveniente da combustéo de veiculos inibiu a atividade da
enzima [(-galactosidase dependente de progesterona em levedura
recombinante. E provavel que num organismo feminino a acdo anti-
progesterdnica prevaleca, devido a uma maior presenca do horménio P4 no
organismo e consequentemente de seus receptores, como observado nos
resultados de imunofluorescéncia.

Outros estudos usando a proteina marcadora de células ciliadas a-tubulin,
revelam que a exposicdo a progesterona diminui a motilidade ciliar em células
do epitélio nasal, enquanto que o E2 é capaz de fazer o efeito contrario (Jain et
al., 2012). Isso indica a possibilidade de a progesterona realmente atuar como
um antagonista ou inibidor de determinadas respostas celulares.

Por fim, a Ultima etapa apresentou respostas mediadoras a processos
inflamatorios. Os resultados observados foram de modo geral, 0 aumento da
expressao das citocinas GM-CSF, II-1B, IL-6, IL-10, RANTES e TNF-a quando
as células foram expostas ao E2 e ao E2+DEP em células BEAS-2B, indicando
mais uma vez a sinergia dos hormonios associados ao material particulado. Ja
as células cancerigenas A549, expressaram um aumento de suas citocinas
quando expostas somente ao DEP. Porém, a diferenca mais interessante entre
os dois tipos celulares foi que a célula BEAS-2B produziu citocinas inflamatorias
10X mais que as células A549. Um estudo feito em 2010 por Gualtieri et al.,
mostraram que células BEAS-2B apresentaram maior porcentagem de células
necréticas, apoptoticas, mitética e mitética-apoptética em concentracdes
variaveis de material particulado da poluicdo atmosférica quando comparados
com células A549, mostrando também que estas sdo mais capazes de
sobreviver a insultos que células normais.

Focando no material particulado, estudos recentes observaram a
interacéo dele e seus componentes com o receptor AhR como um evento-chave
gue leva ao aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-1p, IL-8,
proteina quimiotatica de monodcitos 1 (MCP-1), CXCL2, e a promocao de
respostas imunes Th17 (Vogel et. al., 2020). Geralmente a exposi¢cédo a alguns
xenobidticos também pode induzir a superproducdo de metabdlitos com efeitos
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toxicos, e ativar o AhR, que por sua vez, pode regular positivamente alguns
outros genes, incluindo TNF-a, TGF-B, citocinas (IL-2, IL-6, IL-8, IL-1), mantendo
a inflamacéo e, portanto, contribuindo para o desenvolvimento do cancer de
pulmao (Tsay et al., 2013, Puga, Ma e Marlowe, 2009; Hillegass et al., 2006).

Dentre as citocinas citadas anteriormente, IL-1B apresentou uma
resposta bem significativa em relacdo ao DEP isoladamente e ao E2 sozinho
também. E o fator de necrose tumoral aumentou sua expressao principalmente
guando exposto a E2 isolado, assim como respondeu a quimiocina RANTES.

O IL-1B, TNF-a e RANTES sao citocinas envolvidas com respostas pro-
inflamatorias e sdo produzidas principalmente por células inflamatorias, mas sao
encontradas em epitélio respiratério, sendo que a IL-1B estd ligada a
proliferacdo, diferenciacéo e apoptose celular; RANTES recruta leucécitos para
o local da inflamacéo e TNF-a provoca morte celular.

A citocina, fator estimulante de colénias de granuldcitos-macréfagos (GM-
CSF) facilita o desenvolvimento do sistema imunolégico e promove a defesa
contra infec¢gBes, os mondcitos podem se diferenciar em macréfagos (Mo-Macs)
ou células dendriticas (Mo-DCs) e GM-CSF induz a diferenciacdo de mondcitos
em Mo-Macs, enquanto a combinacdo de GM-CSF/interleucina (IL)-4 é
amplamente utilizada para gerar Mo-DCs. Neste contexto, a exposi¢do de BEAS-
2B e A549 quando expostas aos grupos de tratamento, apresentaram um
aumento da citocina GM-CSF quando exposta ao E2, E2+DEP e quando
expostas ao DEP, respectivamente. Além dessa citocina, 0 mesmo resultado foi
observado para a citocina IL-6. Existem evidéncias consistentes em doencas
metabdlicas Osseas e doencas hepdaticas induzidas por virus de que o0s
estrogénios inibem a patogénese da doenca através da supressao da produc¢ao
de IL-6. Em um estudo retrospectivo de mulheres pés-menopausa com hepatite
C crbnica, a progressao para fibrose hepatica foi menor em mulheres que fizeram
terapia hormonal com estrogénio, em comparacdo com mulheres que né&o
fizeram. Em modelos pré-clinicos de infeccdo por influenza, os estrogénios
exibem acbes imunomoduladoras poderosas, levando a uma resposta
imunoldgica inata mais apropriada nos pulmdes, associada a uma diminui¢ao
das citocinas pré-inflamatérias (Mauvais-Jarvis et. al., 2020). Comparando esses
resultados aos desse estudo, a resposta encontrada foi inversa, pois apresentou

0 aumento da IL-6 justamente na presenca do E2. Talvez essa resposta possa
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estar relacionada aos HPAs presentes no DEP, que sé&o capazes de mimetizar
o E2 e o P4, podendo gerar uma resposta diferente das estudadas para
infeccbes. Mas para confirmar essa hipotese se faz necessario um estudo mais
detalhado.

A resposta de IL-10 foi em maior quantidade, por ambas a células BEAS-
2B e A549, quando exposta ao E2 embora A549 teve uma menor concentracao
que a BEAS-2B. A IL-10 desempenha um papel fundamental na limitacdo da
resposta imune do hospedeiro durante a infecgao, inflamacgéao, autoimunidade,
transplante e tumorigénese (Kim et al., 1995; Fortis et al., 1996).

No diagrama abaixo (figura 28), Ridolo el al., 2019, através de reviséao,
colocaram que a alergia respiratéria, e especialmente a asma, se desenvolve de
forma diferente em homens e mulheres. Os mecanismos subjacentes a essa
diferenca estdo nos efeitos dos hormoénios femininos sobre a resposta imune.
Em particular, ocorre uma modulacao de resposta inflamatéria por estrogénios,
bem como o resultado da atividade de vérias células, como células dendriticas,
células linféides inatas, células Thl, Th2, reguladoras T (Treg), reguladoras B
(Bregs) e varias proteinas e citocinas como: IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13.

[ncreased [gE- dependent
and IgE-independent
degranulation

Enhancement type 2
response
Suppression type 1
resp[m‘.ie
Increased expression
of histamine receptor
Zand 3

Dendritic Cells
(DCs)

Innate lymphaoid
cells type 2
(ILC25)

Y

Down-regulation of [L-33
Reduced susceptibility to allergic alrway inflammation
Increased prodoction of [L-4, [5 and [L-13

Increased DOs
differentiation
Increased cytokine
eSO RRIVENESS
Production of [L-8,
IL-6, l-10 and MCP-1
Up-regulation of CD40
and MIICIT

Figura 27: Agéo do estrogeno no sistema imune. (Ridolo et al., 2019)
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Neste sentido, podemos afirmar que o E2 provoca aumento de IL-10, e que o0s
resultados encontrados no nosso estudo ndo sdo incoerentes. Existem
evidéncias suficientes in vivo e in vitro de que os horménios sexuais femininos
sdo um fator importante no desenvolvimento de tumores neoplasicos, que sédo
mitogénicos e carcinogénicos. Pesquisas indicam que as mulheres sdo mais
predispostas e expostas ao adenocarcinoma, enquanto os homens sdo mais
propensos a sofrer de carcinoma de células escamosas e indicam um papel
significativo do horménio B-estradiol na etiopatogenia, tratamento clinico e
prognoéstico do NSCLC. (Niikawa et al., 2008).

O que se sabe sobre a resposta imune aos hormonios sexuais femininos,
€ que as células imunes sdo bem conhecidas por se ligarem a estrogénios e
androgenos. Todos os tipos de linfocitos T expressam tanto ERa quanto ER,
com o estrogénio sendo eficaz na ativacdo de cascadas de sinalizacdo
intracelular (Pierdominici et al., 2010). O que néo esta claro é se tal modulacao
da funcdo das células T € supressora ou estimulante para a funcdo imune nas
doencas pulmonares. A relevancia desses efeitos de estrogénio reside na
conhecida exacerbacdo da asma durante a fase litea do ciclo menstrual e
durante a gravidez. Ja os efeitos da progesterona nas células imunes sdo
paralelos aos do estrogénio, embora os padroes de expressdo de PR nao
tenham sido examinados sistematicamente (Hardy et al., 2006; Huck et al., 2005;
Miyaura & Iwata, 2002; Piccinni et al., 1995). Ambos podem ter efeitos aditivos
ou sinérgicos na exacerbacéo da asma.

Além disso, as mulheres tém concentracbes séricas mais elevadas de
anticorpos em comparacdo aos homens. Além disso, a IgE, que causa a
degranulacao de mastdcitos, mostrou variar com o status hormonal em mulheres
(Vellutini et al., 1997), podendo assim desempenhar um papel importante nas
exacerbacdes da asma pré-menstrual.

Resumidamente, foi possivel identificar que os mecanismos da via dos
xenobidticos demonstraram claramente a resposta esperada e tendo como
principal protagonista de atuagao nas sinalizacbes dessa via o DEP. A via do
estrogénio teve um maior aumento de seus receptores na presenca do E2+DEP,
mostrando haver interacdo das duas substancias com a via. Essa intera¢do nao

esté relacionada a regido promotora classica ERE, ja que ele ndo expressou uma
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ativagdo e nem uma inibicdo significativa de seu gene. Em contrapartida, as
respostas inflamatérias foram mais elevadas na presenca do E2 e do E2+DEP,
sugerindo existir sim uma interacdo com a via do estrogénio que possa ocorrer
a partir de outras regides promotoras; E por fim, a via da progesterona
demonstrou resultados bem expressivos e que devem ser melhor investigados,
como 0 aumento de seus receptores na presenca do DEP e do DEP mais todos
os hormonios, além da ativacdo do promotor PRE quando exposto ao DEP de
forma isolada. Apesar da necessidade de estudos mais detalhados, € possivel
identificar a interagdo, mimetizagédo e sinergia entre o DEP e os hormonios,
sugerindo que eles possam atuar em conjunto para o agravamento de doencas
respiratorias e do cancer em individuos do sexo feminino. E com isso, vem a
necessidade de um maior entendimento desses mecanismos a fim de auxiliar

em possiveis tratamentos terapéuticos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que existem muitos mecanismos por tras do processo de
metabolizacdo dos HPAs presente na poluicdo atmosférica, e que vdo muito
além da via dos xenobioéticos. Sugerimos que devido a capacidade desses HPAs
em mimetizar horménios como o E2 e a P4, eles podem atuar nas vias do
estrogénio e da progesterona através da interacdo com 0s principais receptores
dessas vias (ERB e PR); da ativagao de algumas regides promotoras especificas
que ainda devem ser melhor estudadas; e pelo aumento de respostas
inflamatorias quando células de pulméao foram expostas principalmente ao DEP
associado ao horménio sexual feminino E2, corroborando com a ideia de que
mulheres sdo mais sucetiveis a doencas respiratérias e ao cancer quando

expostas a poluicéo do ar.
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ANEXOS

Two Way Analysis of Variance sexta-feira, 23 de abril de 2021 16:05:51
Data source: DEP

General Linear Model (No Interactions)

Dependent Variable: data

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0,835)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =1,000)

Source of Variation DF SS MS F P
tratamento 3 1021,323 340,441 52,824 0,004
tempo 1 0,0356 0,0356 0,00552 0,945
Residual 3 19,334 6,445

Total 7 1040,693 148,670

The difference in the mean values among the different levels of tratamento is greater than would be
expected by chance after allowing for effects of differences in tempo. There is a statistically significant
difference (P = 0,004). To isolate which group(s) differ from the others use a multiple comparison
procedure.

The difference in the mean values among the different levels of tempo is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of
differences in tratamento. There is not a statistically significant difference (P = 0,945).

Power of performed test with alpha = 0,0500: for tratamento : 0,999
Power of performed test with alpha = 0,0500: for tempo : 0,0500

Least square means for tratamento :
Group Mean

CT 93,833

10pg/ml 89,917

50pg/ml - 77,233

100pg/ml 65,083

Std Err of LS Mean = 1,795

Least square means for tempo :

Group Mean
1h 81,583
2 hs 81,450

Std Err of LS Mean = 1,269

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0,05

Comparisons for factor: tratamento

Comparison Diff of Means t P P<0,050
CT vs. 100ug/ml 28,750 11,325 0,009 Yes
10pg/ml vs. 100ug/ml 24,833 9,782 0,011 Yes
CT vs. 50ug/ml 16,600 6,539 0,029 Yes
10pg/ml vs. 50pg/ml 12,683 4,996 0,046 Yes
50pg/ml vs. 100pg/ml 12,150 4,786 0,034 Yes
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CT vs. 10pg/ml 3,917 1,543
Comparisons for factor: tempo

Comparison Diff of Means t P
1hvs.2hs 0,133 0,0743 0,945

One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook4

Normality Test: Failed (P <0,050)

0,221

No

P<0,050

No

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 1 in Notebook4

Group N Missing Median 25%
6 32 0 4,000 2,000
24 32 0 2,000 1,000
48 32 0 2,000 1,000
72 32 0 18,500 15,000
6 DIAS 32 0 21,000 16,500

H = 119,685 with 4 degrees of freedom. (P = <0,001)

75%
5,000
3,000
2,500
24,000
26,500

quarta-feira, outubro 04, 2023, 17:32:12

quarta-feira, outubro 04, 2023, 17:32:12

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Ranks q P<0,05

6 DIAS vs 48 2906,500 11,090 Yes
6 DIAS vs 24 2845,000 10,855 Yes
6 DIAS vs 6 2157,000 8,230 Yes
6 DIAS vs 72 184,000 0,702 No
72 vs 48 2722,500 10,387 Yes
72vs 24 2661,000 10,153 Yes
72 vs 6 1973,000 7,528 Yes
6 vs48 749,500 2,860 No
6 vs 24 688,000 2,625 Do Not Test
24 vs 48 61,500 0,235 Do Not Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between the
two rank sums that enclose that comparison. For example, if you had four rank sums sorted in order, and
found no significant difference between rank sums 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2,
but still test 4 vs. 1 and 3 vs. 1 (4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 4 32 1). Note that not testing
the enclosed rank sums is a procedural rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there is no
significant difference between the rank sums, even though one may appear to exist.
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ne Way Analysis of Variance quarta-feira, 20 de dezembro de 2023 13:08:02
Data source: concentracao e2

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks quarta-feira, 20 de dezembro de 2023

13:08:02

Data source: concentracéo €2 in e2_juliana

Group N Missing Median 25% 75%
CT 40 0 5,000 3,000 12,750
100pM 40 0 5,000 2,000 23,750
1nM 40 0 4,000 2,000 22,500
10nM 40 0 4,500 2,000 16,750

H = 0,771 with 3 degrees of freedom. (P =0,856)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,856)

One Way Analysis of Variance quarta-feira, 20 de dezembro de 2023 15:13:55
Data source: A549 ERE in Notebook4

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0,109)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0,854)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

CT 3 0 684,479 178,955 103,320

DEP 3 0 951,300 137,077 79,142

E2 3 0 1548,877 563,758 325,486

P4 3 0 1041,754 167,602 96,765

E2+DEP 3 0 1025,508 161,227 93,084

P4+DEP 3 0 1208,676 219,649 126,814

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 5 1241319,179  248263,836 3,163 0,047
Residual 12 941936,444 78494,704

Total 17 2183255,623

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P =0,047).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,504

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method) :
Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means q P P<0,050
CTvs. E2 864,398 3,779 0,011 Yes
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CT vs. P4+DEP 524,197 2,292 0,142 No

CT vs. P4 357,275 1,562 0,423 Do Not Test
CT vs. E2+DEP 341,029 1,491 0,464 Do Not Test
CT vs. DEP 266,821 1,166 0,669 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between two
means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted in order, and found no
difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3
vs. 1 (4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 4 32 1). Note that not testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant difference
between the means, even though one may appear to exist.

One Way Analysis of Variance quarta-feira, 20 de dezembro de 2023 15:20:53
Data source: A549 PRE in Notebook5
Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0,058)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0,109)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

CT 3 0 101560,977 6345,381 3663,508

DEP 3 0 114683,304 6181,458 3568,866

E2 3 0 115903,675 4962,319 2864,996

P4 3 0 108570,754  22246,241  12843,874

E2+DEP 3 0 99178,600 9852,483 5688,334

P4+DEP 3 0 89446,586 5968,686 3446,023

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 5 1538878001,389  307775600,278 2,527 0,087
Residual 12 1461381591,058  121781799,255

Total 17 3000259592,447

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0,087).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,364

The power of the performed test (0,364) is below the desired power of 0,800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one actually exists.
Negative results should be interpreted cautiously.

ne Way Analysis of Variance quarta-feira, 20 de dezembro de 2023 14:58:58
Data source: BEAS XRE in Notebook1

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0,379)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0,395)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

CT 3 0 432,807 85,740 49,502
DEP 3 0 737,822 115654 66,773
E2 3 0 103,759 15,971 9,221
P4 3 0 131,376 30,627 17,683
E2+DEP 3 0 347,232 36,548 21,101
P4+DEP 3 0 169,861 17,633 10,181
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Source of Variation DF SS MS F P

Between Groups 5 878766,104  175753,221 44,746  <0,001
Residual 12 47134,021 3927,835
Total 17 925900,125

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means q' P P<0,050

CT vs. E2 329,048 6,430  <0,001 Yes

CT vs. DEP 305,015 5961  <0,001 Yes

CT vs. P4 301,431 5,891  <0,001 Yes

CT vs. P4+DEP 262,946 5,138 0,001 Yes

CT vs. E2+DEP 85,575 1,672 0,365 No

One Way Analysis of Variance quarta-feira, 20 de dezembro de 2023 15:04:51

Data source: BEAS ERE in Notebook2
Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P = 0,594)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0,220)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

ct 3 0 3551,173 881,083 508,693

dep 3 0 3332,080 262,313 151,446

e2 3 0 1649,737 327,274 188,952

p4 3 0 1301,309 580,799 335,325

e2+dep 3 0 3716,839  1006,716 581,228

e2+dep 3 0 3716,839  1006,716 581,228

p4+dep 3 0 274,919 165,318 95,446

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 6 35607734,826  5934622,471 12,424  <0,001
Residual 14 6687673,004 477690,929

Total 20 42295407,830

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P =<0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means q' P P<0,050

ct vs. p4+dep 3276,254 5,806  <0,001 Yes
ctvs. p4 2249,864 3,987 0,007 Yes
ctvs. e2 1901,436 3,369 0,021 Yes
ctvs. dep 219,093 0,388 0,997 No
ctvs. e2+dep 165,666 0,294 0,999 Do Not Test
ctvs. e2+dep 165,666 0,294 0,999 Do Not Test
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A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between two
means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted in order, and found no
difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3
vs. 1 (4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant difference
between the means, even though one may appear to exist.

One Way Analysis of Variance quarta-feira, 20 de dezembro de 2023 15:10:45
Data source: BEAS PRE in Notebook3
Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0,295)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0,495)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

CT 3 0 255,241 80,910 46,714

DEP 3 0 524,944 125118 72,237

E2 3 0 118,136 26,714 15,423

P4 3 0 116,103 27,632 15,953

E2+DEP 3 0 266,657 20,929 12,083

P4+DEP 3 0 101,374 31,065 17,935

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 5 393008,682 78601,736 18,803  <0,001
Residual 12 50162,356 4180,196

Total 17 443171,038

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means q P P<0,050

CT vs. DEP 269,703 5,109 0,001 Yes
CT vs. P4+DEP 153,867 2,915 0,049 Yes
CT vs. P4 139,138 2,636 0,079 No
CT vs. E2 137,105 2,597 0,085 Do Not Test
CT vs. E2+DEP 11,416 0,216 1,000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs for a comparison when no significant difference is found between two
means that enclose that comparison. For example, if you had four means sorted in order, and found no
difference between means 4 vs. 2, then you would not test 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs. 1 and 3
vs. 1 (4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 4 32 1). Note that not testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of Do Not Test should be treated as if there is no significant difference
between the means, even though one may appear to exist.
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