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RESUMO

Alteragoes morfolégicas em pulmoes de ratos expostos a uma mistura de
disruptores endécrinos

Os xenobidticos sdo componentes considerados estranhos ao organismo humano,
dentre os quais se destacam os Disruptores Enddcrinos (DEs), que séo substancias
encontradas no meio ambiente em pequenas concentragcdes, mas suficientes para
causarem efeitos adversos em animais e seres humanos expostos a longo prazo. Os
pulmdes possuem uma comunicagdo muito importante com o meio externo através do
ar, o qual tem potencial para carrear milhares de toxinas e até mesmo microrganismos
para o epitélio pulmonar, levando ao surgimento de variados efeitos adversos a saude
respiratoria. Dessa forma, os DEs tém a capacidade de afetar diretamente esse 6rgao
tdo vital. Diante de tal cenario, torna-se evidente a importancia de estudos que
caracterizem a exposicao a qual seres humanos e animais estdo submetidos no meio
ambiente. O objetivo deste estudo foi comparar os achados morfolégicos em pulmdes
de ratos expostos ao DE. Foi realizado um estudo sobre os aspectos da relagao
fisiologia-ambiente na exposigdo a uma mistura de desreguladores enddcrinos,
utilizando ratos para avaliar a toxicidade dos DEs. Para tal, foi utilizada uma mistura
de doze compostos quimicos selecionados como representantes de outros DEs,
mimetizando uma exposicdo humana a substancia toxica. A composi¢ao da mistura
consistiu em doze compostos (ftalatos, pesticidas, filtros UV, bisfenol A,
butilparabeno), predominantemente com propriedades inibidoras androgénicas, além
da presenca de quatro substancias com caracteristicas xenoestrogénicas. Fémeas
prenhes da linhagem Sprague-Dawley foram divididas aleatoriamente em dois grupos
experimentais: Grupo Ctrl (veiculo: 6leo de milho, por gavagem) e Grupo ED Mix
(receberam 32,11 mg/kg/dia diluidos em 6leo de milho [2 ml/kg], por gavagem). Apds
a lactagao, as fémeas da geragdo F1 foram mantidas recebendo agua e ragao ad
libitum até completarem 365 dias de idade, quando foram eutanasiadas e os pulmdes
coletados. N&ao foram observadas alteragbes no escore de inflamagéo, mas foram
encontradas alteragcées nos mastdcitos. Em vista disso, concluimos que a exposi¢ao

a DEs ao longo da vida induz danos pulmonares.

Palavras-chave: disruptores enddcrinos, pulmao, exposicdo ambiental, sprague-

dawley.



ABSTRACT

Morphological changes in the lungs of rats exposed to a mixture of endocrine

disruptors

Xenobiotics are substances considered foreign to the human body, among which
endocrine disruptors (EDs) are particularly notable. These substances are found in the
environment at low concentrations, yet sufficient to cause adverse effects in animals
and humans exposed over the long term. The lungs play a crucial role in
communication with the external environment through the air, which has the potential
to carry thousands of toxins and even microorganisms to the pulmonary epithelium,
leading to various adverse effects on respiratory health. Consequently, EDs have the
capacity to directly impact this vital organ. In this context, it is evident that studies
characterizing exposure to which humans and animals are subjected in the
environment are of great importance. This study aimed to compare the morphological
findings in the lungs of rats exposed to EDs. An investigation was conducted into the
aspects of the physiology-environment relationship in exposure to a mixture of
endocrine disruptors, using rats to assess the toxicity of EDs. A mixture of twelve
chemical compounds was used, selected as representatives of other EDs, mimicking
human exposure to toxic substances. The composition of the mixture included twelve
compounds (phthalates, pesticides, UV filters, bisphenol A, butylparaben),
predominantly with androgenic inhibitory properties, along with four substances with
xenoestrogenic characteristics. Pregnant Sprague-Dawley females were randomly
divided into two experimental groups: Ctrl Group (vehicle: corn oil, by gavage) and ED
Mix Group (received 32.11 mg/kg/day diluted in corn oil [2 mlI/kg], by gavage). After
lactation, F1 generation females were maintained with access to water and food ad
libitum until they reached 365 days of age, at which point they were euthanized and
their lungs collected. No changes were observed in the inflammation score, but
alterations in mast cells were found. Therefore, we conclude that lifelong exposure to

EDs induces pulmonary damage.

Keywords: endocrine disruptors, lung, environmental exposure, sprague-dawley;
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RESUMO

Os xenobioticos, como os desreguladores endocrinos (DEs), presentes em
baixas concentragdes no ambiente, podem causar efeitos adversos em longo
prazo em animais e humanos. Os pulmdes, expostos a toxinas e microrganismos
do ar, sao especialmente vulneraveis. Este estudo visou comparar as alteragdes
morfolégicas nos pulmdes de ratos expostos a uma mistura de DEs. Utilizou-se
um modelo experimental para avaliar a toxicidade dos DEs, com uma mistura
contendo doze compostos quimicos representativos de diferentes DEs (ftalatos,
pesticidas, filtros UV, bisfenol A e butilparabeno). Estes compostos foram
escolhidos devido as suas propriedades inibidoras androgénicas e
xenoestrogénicas, simulando a exposicdo humana a substancias toxicas.
Fémeas prenhes da linhagem Sprague-Dawley foram divididas aleatoriamente
em dois grupos experimentais: Grupo Controle (recebendo éleo de milho) e
Grupo ED Mix (expostos a 32,11 mg/kg/dia de DEs diluidos em 6leo de milho).
Apos a lactagao, as fémeas da geracédo F1 foram mantidas com acesso livre a
agua e racao até atingirem 365 dias de idade, quando foram eutanasiadas e seus
pulmbes foram coletados para analise. Embora ndo tenham sido detectadas
alteragdes significativas no escore de inflamagéo, observou-se uma modificagéo
na populagdo de mastocitos. Os resultados indicam que a exposigao crénica a
DEs pode induzir danos pulmonares.

Palavras-chave: disruptores enddcrinos, pulmdo, exposigdo ambiental,
sprague-dawley;
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ABSTRACT

Xenobiotics, such as endocrine disruptors (EDs), present in low concentrations
in the environment, can cause long-term adverse effects in animals and humans.
The lungs, exposed to airborne toxins and microorganisms, are particularly
vulnerable. This study aimed to compare the morphological changes in the lungs
of rats exposed to a mixture of EDs. An experimental model was used to assess
the toxicity of EDs, with a mixture containing twelve chemical compounds
representing different EDs (phthalates, pesticides, UV filters, bisphenol A, and
butylparaben). These compounds were selected due to their androgenic
inhibitory and xenoestrogenic properties, simulating human exposure to toxic
substances. Pregnant Sprague-Dawley females were randomly divided into two
experimental groups: Control Group (receiving corn oil) and ED Mix Group
(exposed to 32.11 mg/kg/day of EDs diluted in corn oil). After lactation, F1
generation females were maintained with ad libitum access to water and food
until 365 days of age, at which point they were euthanized, and their lungs were
collected for analysis. Although no significant changes in inflammation scores
were detected, modifications in mast cell populations were observed. The results
suggest that chronic exposure to EDs may induce pulmonary damage.

Keywords: endocrine disruptors, lung, environmental exposure, sprague-
dawley;



16

1 INTRODUGAO

A evolugao da capacidade industrial permitiu produgdo em massa de
produtos para consumo e uso diario da populagédo. Trouxe consigo uma chuva
de consequéncias derivadas da manipulacao e liberagdo no meio ambiente de
materiais toxicos e cancerigenos. Estes, ao entrar em contato com individuos,
causam consequéncias fisiolégicas e metabdlicas, sendo em areas rurais ou
principalmente em areas urbanas onde, ha a contaminagdo com os compostos
quimicos gerados de residuos industriais, agricolas e até mesmo de proprio uso
cotidiano como os xenobidticos que estédo presentes no meio ambiente.’

Os xenobidticos sdo os componentes considerados estranhos ao
organismo humano. Dentre esses compostos estdo os Desreguladores
Enddcrinos ou Disruptores Endocrinos (DEs) os quais, de acordo com Agéncia
de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA), sdo definidos como agentes que
interferem em qualquer uma das etapas de funcionamento dos hormoénios
presentes no corpo humano e dos animais que sao: sintese, secrec¢ao, transporte
por carreadores, ligagdo, agéo ou a excregao/eliminagédo do hormdnio 2. Os DEs
sao substancias encontradas no meio ambiente em concentragdes pequenas,
porém o suficiente para causarem efeitos adversos aos animais e seres
humanos.

Os DEs nao somente continuam sendo utilizados em contato com os
seres humanos, sdao exemplos concretos: Bisfenol A (BPA), di-n-butil ftalato
(DBP) e di-2-etilexil-ftalato (DEHP) presentes em garrafas de aguas, canos PVC,
além de recipientes para armazenamento e consumo de alimentos liquidos e
agua, somados ao 4-metil-benzidileno cénfora (4-MBC) um xenoestrogeno e
estad presente em protetores solares contra a UV-B34. Seu uso esta em
ascendéncia como demonstrado em um estudo realizado em 2005 nos Estados
Unidos revelando que 95% das amostras de urina estavam contaminadas com
BPA comprovando o aumento da exposicdo humana ao composto?.

Além disso, os pulmdes sao os responsaveis pela metabolizacéo e até
mesmo a excregao dos xenobidticos ingeridos oralmente através de alimentos e
agua contaminada e/ou inalados. Em estudos realizados com ratos,

demonstraram que a exposicéo fetal ao BPA causa alteragdo morfologica de
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diversos 6rgdos do animal adulto como pulmbes, a prostata, utero, vagina e
glandulas mamarias além de causar mudang¢as no comportamento dos expostos
e levando-os também a obesidade %67,

Em estudos experimentais com ratos utilizando a administracédo do
DEHP houve mudangas morfolégicas observaveis nos pulmdes incluindo
apoptose e necrose. Houve diferenca estatisticamente significativa da massa
relativa dos pulmdes demonstrando que os DEHP quando administrados em
doses de 2,85 mg/Kg de peso resultam em uma hiperplasia de nédulos linfoides
associados aos broénquios com grande area de infarto hemorragico e um
acentuado espessamento de septos intra-alveolares®°.

Apesar da grande quantidade de estudos presentes na literatura a
respeito dos DEs, ndo existe nenhum estudo que realize analise de epitélio
pulmonar utilizando a leitura e pesquisa de alteragdes morfométricas e
histopatoldgicas do tecido, relacionando os efeitos, consequéncias e alteragdes
pulmonares®31°, Diante de tal cenario, torna-se evidente a importancia de
estudos que caracterizem a exposig¢ao a qual seres humanos e animais no meio-
ambiente estdo submetidos.

Assim, a presente proposta tem como objetivo comparar os achados

morfolégicos em pulmdes de ratos expostos ao DE.

2 MATERIAIS E METODOS

O material utilizado para confecg¢ao deste estudo os quais sdo os tecidos
pulmonares provém de doagao entre pesquisadores e o projeto inicial, intitulado
de “Caracterizagao da triade exposicao-gene-doenca: Efeitos de uma mistura de
desreguladores endocrinos baseada na exposicdo humana sobre o
microambiente prostatico” cujos procedimentos, administragdo de drogas, a
anestesia e eutanasia estdo de acordo com as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) foi
aprovado pelo Comité Assessor de Pesquisa Institucional (CAPI) e pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE) sob o protocolo de numero 6034. O estudo foi cadastrado
na Coordenadoria de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacado (CPDI) sob o

protocolo de numero 7737.
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2.1 Mistura de DE

Foi realizado um projeto de pesquisa referente aos aspectos da relagcéao
fisiologia-ambiente na exposi¢do a uma mistura de desreguladores enddcrinos
através da utilizacdo de ratos para a exposi¢cao dos DEs e avaliagdo da sua
toxicidade aos animais expostos. Foi utilizado uma mistura adaptada de doze
compostos quimicos, determinados por Christiansen et al. (2012), selecionados
como representantes de outros DEs, simulando uma exposi¢cdo a substancia
toxica ao ser humano™'.

Tratando-se das doses e toxicidade ao ser humano em relagdo aos
roedores, claramente os valores sédo discrepantes, assim as doses adotadas
para os estudos, valem-se de valores 100 a 450 vezes maior que a exposi¢cao
humana; porém obteve-se o cuidado em incluir substancias que, além de serem
relevantes para determinar a exposicado ambiental mantivessem o experimento
possivelll.

A composicdo da mistura constitui-se de 2 ftalatos: di-n-butil ftalato
(DBP) e DEHP; 5 pesticidas: vinclozin, procloraz, procimidona, linuron,
epoxiconazol; o metabdlito do pesticida DDT, diclorodifenil-dicloroetileno (p,p’-
DDE). Esses 8 compostos sdo caracterizados por possuirem, propriedades
inibidoras androgénicas. Contou também com a presenca de quatro substancias
xenoestrogénicas: dois filtros U.V., o metoxinamato de octila (OMC) e o 4-metil-
benzidileno canfora (4-MBC); o composto fendlico BPA; o preservativo
antifingico butilparabeno12,

A mistura passou por adaptagdes quando comparada a original, através
da remocdo do paracetamol, da sua composicdo devido ao potencial de
hepatotoxicidade através do metabdlito gerado na metabolizagdo dessa droga,
o NAPQI (N-acetil-p-benzo-quinoneimina)'314,

A mistura adaptada de DEs, desenvolvida por Christiansen et al., (2012)
e reproduzida por Axelstad et al. (2014) e Isling et al. (2014) foi administrada ao
Grupo Tratado Mix 100x''1516 A composicdo da mistura € descrita

detalhadamente na Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢cao da mistura, consumo humano individual ajustado dos

compostos quimicos e misturas 100x

Compostos quimicos

Consumo humano

ajustado e escolhido

Mistura 100x (mg/kg

de peso corpéreo ao

como base para estudo dia)

das misturas (mg/kg de

peso corporeo ao dia)
DBP 0,01 1
DEHP 0,02 2
Vinclozin 0,009 0,9
Procloraz 0,014 1,4
Procimidona 0,015 1,5
Linuron 0,0006 0,06
Epoxiconazol 0,01 1
p,p’-DDE 0,001 0,1
4-MBC 0,06 6
omC 0,12 12
Bisfenol A 0,0015 0,15
Butilparabeno 0,06 6
Total (mg/kg) 0,32 32,11

Ver referéncias para mais informagdes detalhadas sobre as estimativas do consumo humano e para as concentragdes ajustadas da

mistura
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2.2 Delineamento Experimental

Durante o delineamento experimental, foram adquiridos, no Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area de Ciéncia de Animais de
Laboratorio (CEMIB/UNICAMP): 24 fémeas adultas com 120 dias de idade e
pesando aproximadamente 300g e 10 machos adultos com 90 dias de idade e
pesando aproximadamente 300g da linhagem Sprague-Dawley. Mantidos no
Biotério de Pequenos Mamiferos da UNOESTE, em condi¢des controladas de
luminosidade (Através de 12 horas de luz para 12 horas de escuro), temperatura
(média de 23°C a 25°C), umidade relativa do ar (55 £ 10%) e recebendo agua e
racao ad libitum.

Realizou-se acasalamentos no periodo escuro do ciclo, com a insergéo
de duas a trés fémeas na gaiola do macho feita de polipropileno com
41x34x16cm, com tampa de ago inox na forma de grade e forradas com
maravalha branca de pinho autoclavada. Trocou-se as gaiolas e as maravalha 2
vezes por semana.

O dia zero de prenhez (DGO) foi marcado pela presengca de
espermatozoides em esfregagos vaginais das fémeas em proestro e as ratas
prenhes foram separadas randomicamente em dois grupos experimentais
(n=12/grupo): O Grupo Controle (n=12) com utilizacdo e administragcdo de
veiculo de 6leo de milho (placebo), por gavagem e o Grupo Mix 100x (n=12) os
quais receberam 168 mg/kg/dia da mistura de DEs, conforme descrito na Tabela
1, diluidos em 6leo de milho através de 2 ml/kg. A concentragao da diluigao no
6leo de milho foi de 30,11 mg/kg/dia e administrada através de gavagem.

As ratas prenhes ou lactentes receberam o tratamento no dia gestacional
7 (DG7) até o dia pos-natal 21 (DPN21), sempre no mesmo periodo (entre as 8h
e 10h). Foram mantidas em gaiolas individuais, com a realizagdo de pesagens
em dias alternados para permisséo do calculo do volume da mistura dos DEs a
serem administrados juntamente a investigacdo de sinais clinicos e de
toxicidade.

Apods o nascimento dos filhotes, no dia pés-natal 1 (DPN1), determinou-
se a distancia ano-genital (DAG) da prole, de modo a diferenciar os machos das
fémeas. O numero por ninhada foi reduzido para 8 e mantida a proporcéo entre
machos e fémeas de 1:1 sempre quando foi possivel e assim as ninhadas com

numero de filhotes menor que sete ndo foram utilizadas na pesquisa deste
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trabalho. No dia pds-natal 22 (DPN 22) realizou-se o desmame de filhotes
machos, os quais foram alojados em caixas de Grupo controle e de Grupo Mix
100x contendo dois animais cada.

Os filhotes, ja desmamados, continuaram recebendo o tratamento com
a mistura dos DEs até os 180 dias de idade e foram mantidos até atingirem 365
dias de idade, recebendo somente agua e ragao ad libitum, quando foram
eutanasiados e exsanguinados. As maes e as ninhadas fémeas, foram

destinadas a eutanasia.

DG7 - DPN21

Gestagdo e Lactagdo Geragdo F1

<+

Controle (2ml/kg
dleo de milho)

eutandsia

| * N rl II ad fibitum J
\,\ . 365 Dias

Mix 100X (32.11 mg/kg/dia)

Figura 1- Representacdo esquematica do delineamento experimental. As linhas
referem-se ao periodo de exposigao das ratas prenhas (GD07 a PND21) com a
mistura de 12 DE. Periodo da eutanasia (PDN365).

2.3 Coleta dos materiais

Os animais de escolha para analise neste estudo foram os filhotes
machos das ratas expostas aos DEs do grupo Mix 100x, considerados o grupo
exposto, e os filhotes das ratas do grupo controle atuando como grupo controle.
Os animais foram anestesiados utilizando-se uma associacdo de Xilazina e
Quetamina (Cetamina) e foram submetidos a eutanasia por pungéo cardiaca, em
fase de estro, para coleta dos pulmdes. Coleta do sangue realizada através de

puncédo cardiaca. Para que os pulmdes mantivessem sua arquitetura morfolégica
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e pressao constante (20 cmH20) foi introduzida, na regido da traqueia, formalina
tamponada 10%.

O tecido pulmonar foi coletado aleatoriamente de areas centrais
brébnquios e bronquiolos e periféricas dos pulmdes de cada animal para o

processamento e confeccido dos blocos em parafina.

2.4 Analise histopatologica

A preparagao das laminas histolégicas foi realizada através de cortes de
5um das amostras, colocando dois cortes idénticos por lamina e quando possivel
trés. As laminas foram cegadas, de modo que os resultados da etapa das
fotografias histopatoldgicas realizadas das laminas para analise n&o fossem
prejudicados ou influenciados pelos avaliadores. A laminas foram coradas com
trés diferentes coloragdes: Hematoxilina e Eosina (HE) e Toluidina. Foram
realizadas 32 Iaminas de cada coloragao para analise.

A coloragao Hematoxilina e Eosina foi utilizada para realizagdo da
selecdo das vias aéreas mais apropriadas para avaliagdo morfolégica e do
infiltrado inflamatério, com inclusdo no estudo das laminas das vias aéreas
localizadas em regidao distal do pulm&o e com preservagao da arquitetura
histolégica. A analise dos mastdcitos foi realizada com a coloragao do corante
Toluidina.

Foram fotografadas as laminas preparadas, através de um microscopio
de luz eletrénico em uso do programa LAS 2.4 e utilizou-se as configuragdes
padronizadas de Brilho em 55%, saturagdo em 100,00 e Gamma a 0,10. A escala
de medida foi padronizada de 50um em todas as fotografias histopatolégicas. A
cada foto tirada, nomeou-se utilizando a padronizagédo: Nome da lamina (de
acordo com a técnica de cegamento proposta) seguido do numero da foto e
seguido do aumento utilizado de acordo com a analise (10X ou 20X).

Nas laminas coradas com HE, fotografou-se 5 campos alveolares de
forma aleatdria utilizando as objetivas de aumento de 20 vezes como padrao
para avaliacdo e mensuracdo de infiltrado inflamatério através da analise
morfoldgica.

A mensuracéo do infiltrado inflamatério foi realizada por meio do método
semi-quantitativo proposto por Carnieli et al. (2011)'", sistema o qual classifica o

infiltrado inflamatério em score de 0 a 3, sendo: 0 (Sem alteragdes, normalidade);
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1 (areas de inflamacéao ocasionais, pouca inflamagao); 2 (inflamagéo em maioria
das areas, cercadas por uma camada fina de células, moderada inflamacgao) e 3
(maioria das areas inflamadas circundadas por uma camada grossa de células,
acentuada inflamacéo). Através a mensuragao de proliferagao celular quando ha
visivel alteracdo morfologica (espessamento) nos campos alveolares.

Nas laminas coradas com Toluidina, fotografou-se as vias aéreas
principais: Bronquios e Bronquiolos, utilizando as objetivas de aumento de 10x
e 20x, no mesmo microscopio referido, com medida padronizada de 50um, as
quais foram fotografadas de forma aleatdria, considerando somente um unico
quesito: Haver uma boa visualizagao da via aérea (boa definicdo e sem alteracao
do corte) para posterior analise histopatolégica do corte. As imagens foram
armazenadas para posterior analise.

A analise dos mastdcitos, com o corante toluidina, foi realizada por meio
do mesmo software analisador de imagens Image Pro Plus (Verséao 4.5.0.29 para
Windows) com a realizacdo também da relacdo da quantidade de células
encontradas (reagentes — mastocitos) sobre a area.

Os dados recolhidos na graduagédo das laminas com coloragédo HE e
Toluidina foram manejados através do software Excell (2019) do Microsoft Office

para realizacdo da relacdo Células-Area e graduagéo do infiltrado inflamatorio.

2.5 Anilise estatistica

Para a analise estatistica na qual sera utilizado o programa Sigma Stat®
versao 2.0, através dos dados adquiridos e manejados com o Excell (2019).
Nesse passo, serdo descegadas as laminas dos grupos Mix 100x (T) e controle
(C), para comparagao e realizagao da estatistica. Os casos em que os dados
apresentaram as distribuicdes normais, foi aplicado o teste T-student para
averiguacao da significancia. As diferengas serao consideradas estatisticamente

significantes quando p for menor que 5% (p<0,05).

3 RESULTADOS

Com relacdo a comparagao entre os scores de inflamacgao, nao foi
verificada alteragdes (Tabela 2). O Grupo controle, no qual n=12 (37,5%), houve
uma média de 1,0 no score de inflamagao com intervalo de 25%-75% de 1,0 a

3,0. Enquanto no grupo Mix 100x (tratado), no qual n=20 (62,5%), houve uma
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média de 2,0 no score de inflamagao com intervalo de 25%-75% de 1,0 a 2,0.
(p=0,770)

Tabela 2. Comparagdo entre os scores de inflamagdo (de acordo com a
mensuragcao do infiltrado inflamatério realizada por meio do método semi-
quantitativo proposto por Carnieli et al. (2011)') dos grupos controle e
submetidos a mistura de Disruptores Endécrinos (Mix 100x).

Grupos n (%) Med (25%-75%)
Controle 12,0 (37,5) 1,0 (1,0-3,0)
Mix 100x (DE) 20,0 (62,5) 2,0 (1,0-2,0)
Total 32 (100,0)

*DE: Disruptores Enddcrinos; p=0,770

A figura 1 mostra a comparagéo da média (%) da relagdo da quantidade
de células encontradas sobre a area das vias aéreas. O Grupo Controle, no qual
n=25 (41%), houve uma média de 35,24% na relagdo Cél./Area, com desvio
padrao de 21,24%. Enquanto no grupo Mix 100x (tratado), no qual n=36 (59%),
houve uma média de 52% na relagdo Cél./Area, com desvio padrdo de
38,6253%. (p=0,047)
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Figura 1. Comparagéo da media (%) da relagédo da quantidade de celulas
encontradas (reagentes — mastocitos) sobre a area (Cél./Area) das vias aéreas
principais Brénquios e Bronquiolos analisadas. (p=0,047)

4 DISCUSSAO

O presente estudo, apresentou resultados importantes ao comprovarem
a hipdtese inicial de que uma mistura de DE baseada na exposi¢do humana ao
longo da vida é capaz de alterar as células do pulmao, podendo comprometer as
funcdes deste érgéo.

Rehman e colaboradores’®, ao administrarem BPA em ratos nas doses
de 10 mg/kg a 25 mg/kg por 6-12 semanas, constataram um aumento expressivo
no numero de mastdcitos nos alvéolos e bronquiolos, resultando em danos
pulmonares significativos. Este achado alinha-se com os resultados do nosso
estudo, no qual a exposi¢cao a mistura de DE também resultou em um aumento
no numero de mastdécitos.

Os mastdcitos desempenham papel fundamental na resposta asmatica
ao secretar uma variedade de mediadores com efeitos pré-inflamatoérios e de

constricdo das vias aéreas'®. DEP e DEHP, ftalatos de uso industrial que
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proporciona aumento da flexibilidade aos plasticos, apresentaram uma
associagdo positiva envolvendo problemas respiratorios, como asma e rinite®.
Além disso, as células mastocitarias seria um componente crucial do
microambiente imunoldgico tumoral, modulando a progressao neoplasica ao
secretar uma variedade de fatores pré e antitumorais?°.

Tais estudos, juntamente com nossos dados, suportam a hipétese de
que tdéxicos ambientais sdo deletérios, através do aumento de mastécitos, que
levam a progresséo do dano pulmonar.

Camundongos expostos por 28 dias a vinclozolin, um fungicida,
administrado oralmente em uma dose de 100 mg/kg, induziu alteragdes
histologicas e deposi¢cdes de colageno nos pulmdes. Além disso, provocou
inflamacao e estresse oxidativo que resultaram em apoptose pulmonar?'. Este
estudo demonstra que os efeitos toxicoldgicos a vinclozolin ndo se limitam ao
sistema reprodutivo, envolvendo também os pulmdes.

Outro achado em nosso esudo, foi de que nado houve alteragdes
significativas em relagdo ao score de inflamacao. Este resultado vai contrario ao
de Abedelhaffez e colaboradores??, apds submter ratos a dose de 500mg/kg de
BPA por 30 dias, observaram infiltracdes celulares e alteragdes inflamatérias
fibrosas ap6s a administragdo de BPA, podendo promover o desenvolvimento de
doencas pulmonares inflamatoérias com possivel indugao de fibrose pulmonar. A
utilizacdo de doses baixas pode ser um fator que nao tenha estimulado a
inflamagao em nosso estudo.

A exposicao ao BPA esta associada a uma resposta inflamatoria cronica
intensificada, estresse oxidativo induzido, danos ao DNA e infiltragao fibrosa de
muitos 6rgaos de maneira dependente do tempo?'. No estudo de Landrigan e
colaboradores', demonstra que a exposicdo a plasticos tem o potencial de
desencadear respostas imunes prejudiciais nos tecidos pulmonares. A presenga
de inflamag&o crénica nos pulmdes, uma caracteristica central em diversas
doencas respiratorias, como a asma e a doenca pulmonar obstrutiva crbnica
(DPOC), ressalta a necessidade de atengdo cautelosa ao uso desses
compostos. Esses resultados fornecem um alerta relevante sobre os possiveis
impactos na saude da populagdo em geral decorrentes da exposi¢cdo a esses
materiais.

No cenario da saude publica, este estudo propde uma analise mais
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detalhada dos efeitos do ambiente ao longo da vida na histopatologia pulmonar.
Investigar esta relacdo é fundamental, no qual ndo apenas contribuem para o
entendimento da toxicidade desses compostos, mas também ressaltam a
necessidade de regulamentagdes mais rigorosas e estratégias de prevengao
para proteger a saude respiratéria em ambientes, uma vez que o cancer de
pulmao é atualmente a principal causa de mortalidade por cancer, representando
aproximadamente 20%23. Essa abordagem oferece novas perspectivas para
pesquisas relacionadas a exposi¢cdes ambientais multiplas, proporcionando uma

compreensao mais abrangente dos impactos potenciais na saude pulmonar.

5 CONCLUSAO

Assim, podemos concluir que a exposicdo a uma mistura de DE ao
longo da vida promove alteragbes na quantificagdo de mastocitos. Esses
achados sugerem que os DE podem causar alteragbes celular e
consequentemente funcionais em pulmdes. Destacando que a sua ingestao é

capaz de provocar toxicidade pulmonar.

6 CONFILTO DE INTERESSES

Nao ha conflito de interesse para ser declarado.
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ANEXOS

Normas Revista Medicina (Ribeirao Preto):
INSTRUCOES GERAIS
REQUISITOS DE AUTORIA

Recomendamos que os  autores atendam os critérios de autoria estabelecidos
pelo ICMJE:

1- Contribuicido substancial no esbog¢o do estudo ou na interpretagao dos dados;
2- Participacao na redagao da versao preliminar;
3- Participagao na revisédo e aprovacao da versao final;

4- Conformidade em ser responsavel pela exatiddo ou integridade de qualquer
parte do estudo.

Os Editores da revista Medicina (Ribeirdo Preto) ndo se responsabilizardo em
determinar quem se qualifica ou nao para ser autor e também nao realizarao
arbitragem de conflitos de autoria.

O autor correspondente assumira a responsabilidade principal de comunicagao
com a revista, sendo importante que o mesmo esteja disponivel durante a
revisdo por pares, edicdo e publicagdo para responder aos questionamentos
editoriais em tempo habil.

Recomenda-se que o ultimo autor seja o coordenador do estudo e/ou lider do
grupo de pesquisa.

A secao de agradecimentos, descrita na folha de rosto, podera ser utilizada para
prestigiar individuos que nao atendam aos critérios de autoria acima, mas que
tenham contribuido com o estudo. (Vide QUADRO RESUMO pg.14)

1.1 IDENTIFICACAO DO AUTOR (ORCID ID)

Incentivamos todos os autores a se registrarem e utilizarem o ORCID ID
(identificador digital persistente para o autor) que d istingue um autor de qualquer
outro, ainda que tenha homénimo ou que tenha sido citado e/ou indexado de
variadas formas .

1.2 DIREITOS AUTORAIS
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Ao assinarem a declaragao de responsabilidade e direitos autorais os autores
afirmam a participacao suficiente de todos na realizagcéo do trabalho e assumem,
publicamente, que sao responsaveis por seu conteudo.

A revista Medicina (Ribeirdo Preto ) adota politica de acesso aberto e a licenga
Creative Commons CC-BY, portanto os textos estdo disponiveis para cépia e
redistribuicdo em qualquer meio ou formato com a devida citagdo da fonte e
autoria. Assim, ndo € necessaria permissao por parte dos autores ou editores.

1.3 PROCESSO DE AVALIAGAO

Todos os processos de revisao da Revista Medicina (Ribeirdo Preto) sao duplo-
cegos e revisados por pares. A selecdo dos trabalhos para publicagdo é
composta por duas fases: na primeira, a Comissdo de Publicagdo analisa o
interesse do tema para o publico-alvo da revista e se 0 manuscrito esta de acordo
com as normas de publicagao.

1.3.1 REENVIO DE ARTIGOS

O manuscrito revisado, contendo as modificacbes destacadas com marca- texto
ou em outra cor, devera ser enviado pela guia "Revisdes" da plataforma de
submissao da revista Medicina (Ribeirdo Preto), acompanhado de uma “carta-
resposta” que inclua uma lista detalhada, ponto a ponto, de como os comentarios
de cada um dos revisores foram abordados.

1.4  TAXAS DE PUBLICAGAO

Nao sdo cobradas taxas para submissdo e processamento dos artigos, exceto
para a publicagdo de anais de congressos, conforme descrito adiante.

1.4.1 TRADUGAO PARA LINGUA INGLESA

Visando a internacionalizagdo da revista, a partir de Janeiro de 2021 todos os
artigos submetidos em lingua portuguesa ou espanhola, caso aprovados para
publicagdo na Revista Medicina (Ribeirao Preto), serdo publicados também em
lingua inglesa. A tradugdo para o inglés é de inteira responsabilidade dos
autores. Recomenda-se que a tradugdo seja feita por um profissional
especializado, pois a revista se reserva o direito de devolver o manuscrito para
corregao caso o julgue mal traduzido.

1.5 POLITICA DE PREVENGAO AO PLAGIO EM PUBLICACOES
CIENTIFICAS

A revista Medicina (Ribeirdo Preto) publica exclusivamente material original, ou
seja, material que nao foi publicado e nem esta em revisdao em outro periédico.
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Para detectar ocorréncias de texto similar em manuscritos submetidos para
publicagcao, sdo usados softwares especificos para prevencgao de plagio.

Quando houver suspeita de plagio, o artigo podera ser rejeitado para revisdo ou
publicagdo conforme julgamento pelos editores. Alternativamente, autores
poderao ser convidados a prestar esclarecimentos, havendo a possibilidade de
corregéo do texto com nova redacgao.

A reprodugao de trechos ou da integralidade de outros artigos sem dar o

devido crédito a fonte é inaceitavel, bem como a produgao de muitos artigos com
quase o mesmo conteudo pelos mesmos autores. O autoplagio ocorre quando
autores escrevem varios manuscritos em periddicos diferentes que foram
modificados apenas ligeiramente, o que nao € considerado ético.

Se o plagio for detectado apds a publicagao, o conselho editorial podera solicitar
uma retratacdo pelos autores, emitir uma corregdo ou retirar o artigo.
Pesquisadores ndo podem apresentar resultados obtidos por terceiros como se
os tivessem produzido e devem reconhecer o trabalho de outros usado em suas
pesquisas, citando-as e descrevendo como influenciaram a diregao e o curso de
seu estudo.

1.6 PERIODICIDADE

A revista Medicina (Ribeirdo Preto) € uma revista eletrébnica com publicagao
trimestral. A partir de Janeiro de 2021 o sistema de publicacdo sera em fluxo
continuo (rolling pass).

2. CATEGORIA DOS MANUSCRITOS
2.1 ARTIGO ORIGINAL

Sao artigos nos quais sédo informados os resultados obtidos em pesquisas
originais, utilizando abordagens quantitativas ou qualitativas de interesse geral
para area da saude. Deverdo conter as secdes: “Introdugdao, Métodos,
Resultados, Discussdo e Conclusao” que poderdo, algumas vezes, necessitar
de subtitulos dentro dessas sec¢des para melhor organizar o conteudo.

Os artigos originais devem ser enviados juntos a uma carta de apresentagao.

Ensaios clinicos devem seguir a diretriz CONSORT e estudos observacionais
devem seguir a diretriz de redagdo STROBE que s&o preenchidas e enviadas
em conjunto com o artigo.

Introdugao
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Fornecer um contexto e os conceitos essenciais ao projeto, assim como declarar
o proposito especifico ou o objetivo da investigagao, a lacuna do conhecimento
que se pretende preencher, ou a hipbtese a ser testada pela pesquisa.

Sugerimos a restricdo as citacdes de referéncias diretas, sem incluir dados ou
conclusées do estudo que esta sendo relatado.

Sugerimos de 3 a 5 paragrafos na introdugdo com a explicitacdo dos objetivos
ao final.

a) Métodos

Parte do manuscrito que permite que as pessoas que acessam os dados sejam
capazes de reproduzir os resultados. O principio orientador da se¢ao de métodos
deve ser clareza sobre como e por que o estudo foi investigado daquela maneira
em particular. A secao de métodos pode ser subdividida e detalhada para facilitar
a compreensao.

Nesta secado, deve-se incluir uma declaracido para informar que a pesquisa foi
aprovada ou foi isentada de apreciagao pelo comité de ética responsavel.

b) Resultados

Os resultados deverdo ser apresentados em sequéncia légica no texto, nas
tabelas e figuras. Restringir tabelas e figuras aquelas informagbes necessarias
para explicar o argumento do artigo e como dados de apoio. Usar graficos como
alternativa a tabelas com muitos dados. Nao duplicar os dados em graficos e
tabelas. Nao repetir informacgdes dos graficos e tabelas no texto.

c) Discussao

Os resultados deverdo ser apresentados em sequéncia légica no texto, nas
tabelas e figuras. Restringir tabelas e figuras aquelas

informagdes necessarias para explicar o argumento do artigo e como dados de
apoio. Usar graficos como alternativa a tabelas com muitos dados. Nao duplicar
os dados em graficos e tabelas. Nao repetir

informagdes dos graficos e tabelas no texto.

d) Concluséao

Essa sessao deve responder de forma objetiva as formulagdes dos objetivos.
2.2 ARTIGO DE REVISAO

Trata-se de artigos de revisao critica da literatura sobre um tema ou problema
especifico. Somente serdo aceitas as revisdes sistematicas e metanalise. As
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submissdes para esta se¢ao deverao ser feitas seguindo a diretriz PRISMA e o
checklist comentado deve ser enviado junto com o texto.

Espera-se que os artigos de revisdo sejam de autoria de pessoas com
reconhecida experiéncia na area de estudo, a fim de garantir que a revisao critica
da literatura esteja instrumentalizada pela experiéncia real na questao
formulada. Qualquer outro tipo de texto de revisdo somente sera publicado a
convite dos editores.

2.3 RELATO DE CASO
As submissdes para esta secado deverao ser feitas seguindo a diretriz CARE.

Deve-se inicialmente apresentar o caso, descrever o0s procedimentos
diagndsticos e apresentar as imagens relativas a exames complementares
histopatoldégicos ou de imagem.

Os autores devem enfatizar os aspectos inovadores ou inusitados do caso, que
o diferenciam de alguma forma e justificam sua publicagdo, como nos exemplos
a seguir:

1. Apresentacdo clinica incomum de uma doenga comum que tenha
dificultado o seu diagndstico;

2. Doenca rara na qual o diagnéstico diferencial deve ser apontado;
3. Doenga comum de tratamento ainda ndo consolidado.

A CONEP deliberou documento obrigando a presenga de TCLE previamente
aprovado para relato de caso. Nos casos de 6bito, mesmo assim devera ser
aprovado pelo CEP tal pedido solicitando formalmente dispensa do TCLE.

2.4 ENSAIOS

Estes textos tém formato livre, sendo sempre recomendavel a apresentacao
inicial de conceitos na introducao e a delimitagado dos objetivos a fim de guiar o
interesse do leitor. A exploracdo do tema pode ser organizada na forma que
parecer mais adequada para o autor, e € recomendavel que seja encerrada com
conclusdes ou consideragdes finais.

2.5 TEMAS DE ENSINO EM SAUDE

Estes textos tém formato livre, sendo sempre recomendavel a apresentacao
inicial de conceitos na Introducéo e a delimitagdo dos Objetivos a fim de guiar o
interesse do leitor. A exploracdo do tema pode ser organizada na forma que



36

parecer mais adequada para o autor, e € recomendavel que seja encerrada com
conclusdes ou consideragdes finais.

Quando estes artigos envolverem algum tipo de experimentagéo, deverao ser
organizados segundo a estrutura descrita para os artigos originais.

2.6 GESTAO EM ORGANIZACOES DE SAUDE

Estes textos tém formato livre, sendo sempre recomendavel a apresentacao
inicial de conceitos na Introdugéo e a delimitagdo dos Objetivos a fim de guiar o
interesse do leitor. A exploragdo do tema pode ser organizada na forma que
parecer mais adequada para o autor, e € recomendavel que seja encerrada com
conclusdes ou consideragdes finais.

Quando estes artigos envolverem algum tipo de experimentagéo, deverao ser
organizados segundo a estrutura descrita para os artigos originais.

2.7 SUPLEMENTOS

Os suplementos sdo fasciculos de uma revista com tematicas especificas. Em
geral estao relacionados a eventos (também chamados ,anais de eventos®) ou
versam sobre um assunto especifico, selecionado a partir de uma proposta dos
editores ou dos proprios autores, sendo chamados ,suplementos tematicos".

Enquanto a publicagdo da revista Medicina (Ribeirdo Preto) ocorria de forma
impressa, 0s suplementos tematicos serviam como verdadeiros livros ou
manuais do assunto selecionado, assim era muito conveniente que todos os
artigos estivessem no mesmo fasciculo. Todavia, com a migragao da publicagéo
da revista exclusivamente para o meio eletrénico e o final dos fasciculos para

Os anais de congresso podem ser publicados na revista Medicina (Ribeirdo
Preto) quando os eventos estiverem diretamente relacionados a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da USP ou ao Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto, contando com docentes em seus quadros organizadores e comissdes
cientificas. Para a publicacdo de resumos de trabalhos cientificos apresentados
em eventos, sera cobrada uma taxa, relacionada as despesas de revisdo dos
textos e preparo editorial.

3. SECOES DO MANUSCRITO
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Apresentamos abaixo o0s requisitos gerais para todos os tipos de manuscritos a
serem submetidos a revista Medicina (Ribeirao Preto).

3.1 FOLHA DE ROSTO/PAGINA INICIAL
Incluir os itens abaixo:

a. Titulo do artigo no idioma da submissdo e em lingua inglesa — sucintos,
chamativos e representativos do conteudo do manuscrito (ndo ha um limite rigido
para o tamanho do titulo);

b. Titulo abreviado/resumido no idioma da submisséo (limitado a até 50
caracteres incluindo letras e espacgos);

C. Nome completo dos autores, separados por virgula, na ordem em que
devem aparecer na versao final, com indicacao de afiliacdo por meio de numero
sobrescrito;

d. Afiliagdo (Instituicdo, cidade, estado, pais) dos autores, precedidos de
numeros sobrescritos correspondentes;

Ex: Universidade de S3o Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Departamento de Pediatria, Ribeirdo Preto, SP, Brasil;

e. Titulagédo (titulo maximo de pods-graduagao, atividade profissional e/ou
académica relevante) e URL completa do registro no ORCID iD;

a. Indicagdo sobre as contribuicbes especificas de cada autor para o
trabalho submetido, inserindo as iniciais dos autores envolvidos em cada uma
das tarefas listadas, Conforme descrito em REQUISITOS DE AUTORIA

b. Informar as fontes de apoio ou financiamento que tenham contribuido para
o desenvolvimento do trabalho;

C. Na secao de agradecimentos incluir os “ndo autores” Informando abaixo
do seu(s) nome(s) uma breve descricdo das contribuicbes especificas a
pesquisa.

Observacao: Sera considerado para indexagao o vinculo profissional mais forte
para autores com mais de uma afiliagao institucional.

1.1 RESUMOS

Os autores precisam garantir que o resumo represente com precisao o conteudo
do texto.

Artigos originais, revisdes sistematicas e metandlises requerem resumos
estruturados (objetivos, métodos, resultados e conclusdes); ensaios clinicos
incluirdo os itens que o grupo CONSORT identifica como essencial. Relatos de
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caso requerem resumos “nao-estruturados”, que descrevem de forma sucinta e
objetiva o artigo, sua importancia clinica, desfechos e conclusao sumaria em um
unico paragrafo. Recomendamos o limite de até 400 palavras no resumo.

1.2 PALAVRAS-CHAVE / DESCRITORES

Incluir, apdés o resumo e abstract, entre 3 e 5 palavras-chave e keywords
separadas por ponto e virgula. Os descritores deverao ser obtidos,
obrigatoriamente, no vocabulario DeCS e/ou MeSH.

1.3 TEXTO (PADRONIZACAO)

O texto de um manuscrito s6 pode ser aceito como um arquivo do Microsoft Word
criado com o MS Word como um documento "doc" "docx" ou "rtf".

No arquivo da versao a ser submetida use de preferéncia a fonte Arial, tamanho
12 com espagamento simples; inclua o titulo, resumo e palavras- chave (no
idioma da submissdo e em lingua inglesa), texto (estruturado conforme a
categoria do manuscrito contendo as tabelas e figuras) e referéncias.

Observar os quantitativos de palavras recomendadas do texto principal no
quadro de resumo.

1.1 TABELAS

As tabelas capturam informagcbes de maneira concisa e as exibem
eficientemente e ndo deverdo conter dados previamente informados no texto.
Sugerimos limitar o numero maximo de tabelas conforme o quadro de resumo.
Séo inseridas no texto principal, numerando-as sequencialmente, juntamente
com seus titulos e enviadas no Word (.doc) ou Excel (.xIs), ndo como uma
imagem. O titulo da tabela deve ser claro, explicativo e deve ser colocado acima
da mesma, no canto superior esquerdo, logo apdés a palavra "Tabela"
acompanhada de sua numeracao (Tabela 1, Tabela 2, etc).

Os marcadores (*, 1, 1, §, //, ||, #, **, 1, etc) sdo indicados no rodapé da tabela.

Linhas verticais e diagonais ndo devem ser usadas em tabelas; em vez disso,
recuo e espacgo vertical ou horizontal devem ser usados para agrupar dados.

1.2  FIGURAS (FOTOGRAFIA, GRAFICO, IMAGEM ENTRE OUTROS)

As Figuras incluem ilustragdes, imagens, esquemas ou qualquer outro elemento
grafico que nao seja uma tabela e devem ser numeradas de forma sequencial

com chamadas no texto. Sugerimos limitar o numero maximo de
figuras conforme o quadro de resumo.
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O titulo da figura deve fornecer explicagcdo de maneira concisa de forma que o
leitor compreenda do que se trata sem necessidade de se remeter ao texto. As
legendas acrescentam informagdes sobre aspectos das figuras que necessitem
detalhamento.

Observe que ndo deve haver titulo na parte superior da figura. E de
responsabilidade do(s) autor(es) obter permissdo do detentor dos direitos
autorais para reproduzir figuras (ou tabelas) que foram publicadas anteriormente
em outros lugares. Se forem usadas fotografias de pessoas, os sujeitos néo
devem ser identificaveis ou suas fotografias devem estar acompanhadas por
consentimento escrito.

Utilizar figuras em alta resolugéo (minimo de 300 dpi), nos formatos JPG, GIF ou
TIFF. Caso sejam enviadas figuras com resolugédo inadequada, os autores seréo
convidados a substitui-la por outra de melhor qualidade.

1.3 ABREVIACOES E NOMENCLATURAS

Quando se mencionar pela primeira vez um termo a ser abreviado, deve- se
descrevé-lo inteiramente e a seguir escrever a abreviagdo apropriada entre
parénteses. Ndo use abreviagdes no titulo e limite seu uso no resumo e no texto.

Encorajamos o uso de unidades do sistema internacional de medidas (Sl): s por
segundo; min por minuto; h por hora; L por litro; m por metro; nomes de espécies
(por exemplo, Homo sapiens), genes, mutagdes, gendtipos e alelos devem estar
em italico.

As medidas de comprimento, altura, peso e volume devem ser relatadas em
unidades métricas (metro, quilograma ou litro) ou em seus multiplos decimais.

1.4 REFERENCIAS

Os autores devem fornecer referéncias diretas de fontes originais de pesquisas
sempre que possivel. Listas menores de trabalhos “originais-chave” muitas
vezes servem tao bem quanto listas mais exaustivas de referéncias.

As citagbes ao longo do texto s&o feitas por numeros em sobrescrito antes da
pontuagao, sem espacgos:

De acordo com Moura15, o indice de vacinacao...

...de forma significativa1. (detalhe importante: observar que o ponto € inserido
apos a citacao).

...foi descrita considerando alérgenos inalados22, na ocasido... (a virgula devera
ser inserida apos a citagao).

Se duas ou mais referéncias forem citadas em sequéncia, apenas a primeira e a
ultima devem ser digitadas, separadas por um trago (exemplo:7-11).
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As referéncias ficam organizadas de acordo com a ordem em que sao citadas
no texto e padronizadas no estilo Vancouver.

Sugerimos limitar o numero maximo de referéncias conforme o quadro de
resumo

1.1 QUADRO RESUMO

. ° Texto
Titulo (n Resumo _— N° de
TlpO de N° de max. principal .
(n° (n° tabelas | Referéncia
artigo autores | Caracteres . s
) maximo maximo /
de de figuras
palavras) palavras)
Artigo
origin 8 Sem limite 400 7000 8 40
al
Artigo
de 6 Sem limite 400 7000 8 80
revisao
Relato de
caso 6 Sem limite 400 3000 6 20
Demais
categorias 6 Sem limite 400 7000 10 50
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