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RESUMO

A exposicdo a desreguladores enddcrinos (DEs) tem sido associada a uma maior
suscetibilidade a obesidade e a disfuncdes metabdlicas em estudos epidemiolégicos e
pré-clinicos. Evidéncias acumuladas demonstram o efeito dos DEs na promocao da
ingestado energética e no armazenamento de gordura, contudo, pouco se sabe acerca do
seu impacto sobre o gasto energético (GE). Esta revisao sisteméatica analisou os efeitos
dos DEs no GE em modelos murinos e na bioenergética mitocondrial em estudos
celulares. Foram realizadas buscas nas bases PubMed, Web of Science, Scopus e
Google Scholar, desde a sua criagcdo até 7 de janeiro de 2025. Dois revisores
independentes selecionaram os estudos elegiveis, extrairam os dados e avaliaram o risco
de viés. Esta revisao foi registrada no PROSPERO (CRD42024577526). Foram incluidos
doze estudos in vivo, os quais investigaram os efeitos de fitoestrégenos, DDT,
tolilfluanida, benzeno, bisfenol A, bisfenol S, ftalato de butila, deltametrina e misturas de
23 compostos quimicos e retardantes de chama organofosforados. Observou-se que
DDT, tolilfluanida, benzeno e a mistura de 23 compostos reduziram o GE, enquanto
bisfenol S e o butil-ftalato ndo alteraram e a deltametrina aumentou o GE. Alguns DEs
apresentaram efeito dimorfico sexual: fitoestrogenos aumentaram o GE em machos, mas
nao em fémeas; a mistura de retardantes de chama reduziu o GE em fémeas, mas néao
em machos. Além disso, o efeito do bisfenol A foi dependente da dose: exposi¢cdes de
baixa dose foram neutras, enquanto altas doses aumentam o GE em machos. Nove
estudos in vitro indicaram que a bioenergética mitocondrial foi prejudicada por diversos
DEs, em células musculares, adipodcitos, hepatdcitos e células pluripotentes. Nossos
achados indicam que os DEs alteram o GE de maneira dependente do sexo e prejudicam
a funcdo mitocondrial em modelos celulares, evidenciando caminhos potenciais que
ligam a exposicao a DEs as doencas metabdlicas.

Palavras-chave: Disruptores endocrinos; poluentes organicos persistentes; gasto
energético; obesidade; funcado mitocondrial



ABSTRACT

Exposure to endocrine disruptors (EDs) is associated with increased susceptibility to
obesity and metabolic dysfunction in epidemiological and preclinical studies.
Accumulating evidence supports that various EDs promote energy intake and fat storage,
but little is known about how they affect energy expenditure (EE). This systematic review
examined the effect of EDs on EE in murine models and mitochondrial bioenergetics in
cell-based studies. We included 12 in vivo studies, which assessed the effect of
phytoestrogens, DDT, tolylfluanid, benzene, bisphenol A, bisphenol S, butyl-phthalate,
deltamethrin, and the mixture of 23 chemicals and of organophosphate flame retardants.
DDT, tolylfluanid, benzene, and the mixture of 23 chemicals decreased, bisphenol S and
butyl-phthalate had a neutral effect, and deltamethrin increased EE. Some EDs exhibited
a sexually dimorphic effect, were dose-dependent, and interacted with diet. Nine cell-
based studies were included and indicated mitochondrial bioenergetics was impaired by
tolylfluanid, bisphenol A, and DDT in muscle cells, by bisphenol AF, BDE-99, DDT, DDE,
and the mixture of DDE, trans-nonachlor, and oxychlordane in adipocytes, by bisphenol
Ain hepatocytes, and by tributyltin in pluripotent cells. Our findings indicate that EDs affect
EE in mice in a sexually dimorphic pattern and impair mitochondrial bioenergetics in
cellular models which are representative of key tissues involved in energy balance. While
further studies are needed to fully elucidate the impact of EDs on energy balance and
mitochondrial function, this review underscores the plausibility of mitochondrial
dysfunction and altered EE as key pathways linking ED exposure to metabolic diseases.

Keywords: Endocrine disruptors; persistent organic pollutants; energy expenditure;
obesity; mitochondrial function.
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PREFACIO

A presente dissertacao foi elaborada no ambito do Programa de Pés-Graduacgéo
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Brasilia, como requisito parcial para a
obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas. O seu tema foi o efeito de
desreguladores endécrinos (DEs) sobre o gasto energético, abordado por meio de
revisdo sistematica da literatura seguindo as recomendacdes do “Itens Preferenciais para
Relatar Revisbes Sisteméticas e Meta-Andlises” (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analysis). O tema emerge da necessidade de melhor
compreender o papel de contaminantes ambientais com atividade desreguladora
endodcrina no desenvolvimento da obesidade, considerando o gasto energético como um
importante componente da homeostase metabdlica passivel de sofrer influéncias
ambientais.

O trabalho foi estruturado na forma de artigo cientifico, com a apresentacao de
introducéo, material e métodos, resultados, discusséo e concluséo. O trabalho foi, ainda,
submetido a periédico académico, conforme regulamento do Programa de Pos-

Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, e atualmente encontra-se em revisao por pares.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma condicdo médica complexa caracterizada por excess de
gordura corporal e consequéncias nocivas a salude. Representa hoje um problema global
de saude publica e estima-se que afete uma a cada oito pessoas (1). Essa condicdo
aumenta consideravelmente o risco de doencas cardiometabdlicas, alguns tipos de
cancer, osteoartrite, depressao e disfuncédo cognitiva (2). Essas Ultimas complicacdes
comprometem a qualidade de vida e podem reduzir a expectativa de vida em até 20 anos
(3), com grande impacto social e econémico (4).

O acumulo de gordura corporal € resultado de desbalanco crénico entre a ingestéao
de energia e 0 gasto energético, levando a balanco energético positivo. Embora o balanco
energético seja tradicionalmente considerado pelo modelo de “calorias internalizadas e
externalizadas”, constitui, reconhecidamente, a interagdo complexa de vias centrais e
periférica que influenciam o comportamento alimentar, saciedade, armazenamento
energético e gasto energético (GE) (5). Além disso, GE € o resultado da acdo de multiplos
fatores, incluindo os genéticos, relacionados ao estilo de vida, a microbiota intestinal, a
gualidade do sono e a exposicdo a contaminantes ambientais com atividade
desreguladora enddcrina.

Os desreguladores enddécrinos (DES) sdo substancias exdgenas ou uma mistura
delas que interfere em qualquer aspecto da acao hormonal, potencialmente influenciando
o controle, determinado por hormbnios, do apetite/saciedade, metabolismo e
armazenamento de gordura (6). Dados de estudos epidemioldgicos indicam que a
exposicao de criangas e adultos a varios DEs esta associada a presenca de excesso de

peso (6, 7) e doencas metabdlicas (8, 9). Além disso, estudos pré-clinicos, envolvendo
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modelos animais e celulares, fornecem a base mecanistica para a acdo dos DEs em
promover acumulo de gordura corporal e disfuncao metabdlica, (9, 10). Dessa forma, é
plausivel que os achados observados em humanos representem uma relacdo de causa
e efeito entre a exposicdo a DEs e a ocorréncia de desfechos metabdlicos desfavoraveis

Os DEs podem induzir acimulo de gordura corporal e disfuncdo metabdlica por
diversos mecanismos, incluindo sua acdo direta sobre os adipécitos, promovendo
aumento de sua diferenciacéo a partir de células precursoras, acimulo de triglicerideos
em adipécitos maduros e inducdo de fendtipo disfuncional em adipdcitos, fendtipo
caracterizado por resisténcia a insulina e fibrose (11). Aléem disso, os DEs podem,
indiretamente, aumentar o acumulo de gordura corporal e promover alteracdes funcionais
no tecido adipose por influenciarem negativamente o controle do apetite, modificarem
pontos de regulacdo metabdlica d induzir disbiose intestinal (12, 13). Notavelmente, um
mecanismo pouco explorado em estudos clinicos e pré-clinicos envolvendo DEs € seu
efeito sobre o GE, um componente chave do balanco energético. Nesse cenario, 0
objetivo da presente revisdo sistematica foi de avaliar o efeito dos DEs sobre o GE em
modelos murinos. Adicionalmente, o objetivo foi avaliar, por meio de revisao de estudos
envolvendo modelos celulares, o efeito dos DEs sobre a funcdo mitocondrial de células
consideradas chave na regulacdo do metabolismo energético, incluindo adipdcitos,

hepatdcitos, células musculares e seus precursores.
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2 OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Avaliar, por meio de revisdo sistematica da literatura, o efeito de DEs sobre o GE
em estudos pré-clinicos, envolvendo modelos murinos, e sobre a fungdo mitocondrial de
adipdcitos, hepatdcitos, células musculares, ilhotas pancreaticas e seus precursores, em

modelos celulares.

2.2. Objetivos especificos

e Investigar, por meio de revisdo sistematica, o efeito de DEs sobre o GE de
roedores, avaliado por meio de calorimetria indireta.

e Investigar, por meio de revisdo sistematica, o efeito de DEs sobre a funcéo e
morfologia mitocondriais em estudos envolvendo cultura de células chave na
regulacdo da sensibilidade a insulina e homeostase energética, incluindo
adipdcitos, hepatécitos, células musculares, ilhotas pancreaticas e seus
precursores.

e Avaliar a qualidade metodologica dos estudos em roedores e modelos celulares.

13



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Declaracéao e registro
Esta revisdo sistematica seguiu as recomendacdes dos Itens Preferenciais para
Relatar Revisdes Sistematicas e Meta-Analises (PRISMA)(14) e foi registrada no

PROSPERO (CRD42024577526).

3.2. Estratégia de busca na literatura

A estratégia de busca na literatura foi desenvolvida utilizando a estratégia PICOS.
Para os estudos in vivo, em modelos murinos, aa qual P (populacéo) foi definida como
"roedores”, | (intervencéo) como "exposicdo a desreguladores enddécrinos (DEs) ou
poluentes organicos persistentes”, C (comparador) como "grupo de comparagdo com
grupo controle (exposto ao veiculo controle)”, O (desfecho) como "gasto energético
avaliado por calorimetria indireta”, e S (tipo de estudo) como "estudos de intervencéo”
para estudos in vivo.

Para estudos in vitro, em modelos celulares, P (populacdo) foi definida como
"células que desempenham papel fundamental na homeostase energética, incluindo
células musculares, hepatdcitos, adipdcitos, células das ilhotas pancreéticas e seus
precursores”, | (intervencdo) como "exposicdo a DEs ou poluentes organicos
persistentes”, C (comparador) como "grupo de comparacdo com grupo controle (exposto
ao veiculo controle)", O (desfecho) como "funcéo mitocondrial’, e S (tipo de estudo) como
"estudos de intervencao".

Foram realizadas buscas nas bases PubMed, Web of Science, Scopus e Google

Académico desde a sua criacdo até 7 de janeiro de 2025, sem restricdo de idioma,
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utilizando a estratégia de busca detalhada na Tabela 1. Também realizamos busca

manual nas listas de referéncias dos estudos incluidos e de revisdes relacionadas. As

referéncias foram gerenciadas utilizando o software EndNote 21.

Tabela 1. Estratégias de busca nas bases consultadas.

Base de dados

Termos de busca

PubMed e Google (Thermogeneses OR ‘Heat Production’ OR ‘Production, Heat’ OR ‘Adaptive

Académico

SCOPUS

Thermogenesis’ OR ‘Thermogenesis, Adaptive’ OR ‘Nonshivering Thermogenesis’
OR ‘Thermogenesis, Nonshivering’ OR ‘Facultative Thermogenesis OR
‘Thermogenesis, Facultative’ OR ‘Energy Metabolisms’ OR ‘Metabolism, Energy’ OR
‘Metabolisms, Energy’ OR ‘Energy Expenditure’ OR ‘Energy Expenditures’ OR
‘Expenditure, Energy’ OR ‘Expenditures, Energy’ OR ‘Bioenergetics’ OR
‘Bioenergetic’ OR ‘mitochondria’) AND (‘Disruptors, Endocrine’ OR ‘Endocrine
Disrupting Chemicals’ OR ‘Chemicals, Endocrine Disrupting’ OR ‘Endocrine
Disruptor’ OR ‘Disruptor, Endocrine’ OR ‘Endocrine Disrupting Chemical’ OR
‘Chemical, Endocrine Disrupting’ OR ‘Disrupting Chemical, Endocrine’ OR
‘Endocrine Disruptor Effect’ OR ‘Disruptor Effect, Endocrine’ OR ‘Effect, Endocrine
Disruptor’ OR ‘Endocrine Disruptor Effects’ OR ‘Disruptor Effects, Endocrine’ OR
‘Effects, Endocrine Disruptor’ OR ‘Pollutants, Persistent Organic’ OR ‘Persistent
Organic Pollutant’)

TITLE-ABS-KEY(Thermogeneses OR ‘heat Production’ OR ‘production, Heat’ OR
‘adaptive Thermogenesis’ OR ‘thermogenesis, Adaptive’ OR nonshivering
Thermogenesis’ OR ‘thermogenesis, Nonshivering’ OR ‘facultative Thermogenesis’
OR ‘thermogenesis, Facultative’ OR ‘energy Metabolisms’ OR ‘metabolism, Energy’
OR metabolisms, Energy OR energy Expenditure OR energy Expenditures OR
expenditure, Energy OR expenditures, Energy OR bhioenergetics OR bioenergetic
OR mitochondria) AND TITLE-ABS-KEY (disruptors, Endocrine OR endocrine
Disrupting Chemicals OR chemicals, Endocrine Disrupting OR endocrine Disruptor
OR disruptor, Endocrine OR endocrine Disrupting Chemical OR chemical, Endocrine
Disrupting OR disrupting Chemical, Endocrine OR endocrine Disruptor Effect OR
disruptor Effect, Endocrine OR effect, Endocrine Disruptor OR endocrine Disruptor
Effects OR disruptor Effects, Endocrine OR effects, Endocrine Disruptor OR
pollutants, Persistent Organic OR persistent Organic Pollutant OR pollutant,
Persistent Organic)
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Web of Science TS=(Thermogeneses OR ‘heat Production’ OR ‘production, Heat’ OR ‘adaptive
Thermogenesis’ OR ‘thermogenesis, Adaptive’ OR nonshivering Thermogenesis’ OR
‘thermogenesis, Nonshivering’ OR ‘facultative Thermogenesis’ OR ‘thermogenesis,
Facultative’ OR ‘energy Metabolisms’ OR ‘metabolism, Energy’ OR metabolisms,
Energy OR energy Expenditure OR energy Expenditures OR expenditure, Energy
OR expenditures, Energy OR bioenergetics OR bioenergetic OR mitochondria) AND
TS=(disruptors, Endocrine OR endocrine Disrupting Chemicals OR chemicals,
Endocrine Disrupting OR endocrine Disruptor OR disruptor, Endocrine OR endocrine
Disrupting Chemical OR chemical, Endocrine Disrupting OR disrupting Chemical,
Endocrine OR endocrine Disruptor Effect OR disruptor Effect, Endocrine OR effect,
Endocrine Disruptor OR endocrine Disruptor Effects OR disruptor Effects, Endocrine
OR effects, Endocrine Disruptor OR pollutants, Persistent Organic OR persistent
Organic Pollutant OR pollutant, Persistent Organic)

3.3. Critérios de elegibilidade, selecdo dos estudos e extracdo dos dados

Dois revisores independentes selecionaram os estudos in vivo, em roedores
(MLSRV e CMR), e os estudos em modelos celulares (AAA e ABSS), em duas fases. Na
primeira fase, titulos e resumos dos artigos obtidos na busca realizadas nas bases de
dados acima mencionadas, para determinar os estudos elegiveis. Na segunda fase, os
artigos dos estudos selecionados na primeira fase foram analisados na integra,
independentemente pelos dois revisores, para aplicar os critérios de inclusao.
Discordancias entre os dois revisores foram resolvidas por meio de discussdo com
terceiro revisor (AAA para os estudos in vivo e PMQB para os estudos em modelos
celulares).

Os critérios de inclusdo foram estudos que analisaram o efeito da exposicdo de
roedores a DEs sobre o GE, analisado por calorimetria indireta, e estudos que
investigaram o efeito de DEs sobre a funcao mitocondrial em modelos celulares, incluindo
células musculares, adipdcitos, hepatdcitos, células da ilhota pancreéatica e seus
precursores. Esses tipos celulares foram selecionados por representarem aqueles
considerados chave na regulacdo do metabolismo energético. Foram excluidos resumos

publicados em anais de congressos cientificos, artigos de reviséo, editoriais, relatos ou
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séries de casos, protocolos de estudo, estudos piloto, estudos clinicos e estudos em
modelos celulares envolvendo células reprodutivas.

As seguintes informagdes foram coletadas dos estudos in vivo incluidos: autor,
ano de publicacao, tipo de modelo de roedor, condi¢cdes de alojamento, exposicao ao
desregulador enddcrino (tipo de DE, dose, via e duracdo da exposi¢do), tamanho da
amostra, idade na avaliacdo dos desfechos e principais achados. As seguintes
informacgdes foram coletadas dos estudos in vitro incluidos: autor, ano de publicacao, tipo
celular, exposicao ao desregulador enddcrino (tipo de DE, concentracdo e duracdo da

exposic¢ao), desfechos e principais achados.

3.4. Andlise do risco de viés

O risco de viés foi analisado independentemente por dois revisores (PMQB and
AAA), com a utilizacdo do instrumento de analise de risco de viés “Office of Health
Assessment and Translation (OHAT)”, do Programa Nacional de Toxicologia norte-
americano (15). Divergéncias entre os revisores foram resolvidas por meio da discusséo
com terceiro revisor (CMR). O risco de viés foi classificado como definitivamente baixo
(++), proavavelmente baixo (+), provavelmente alto (-), definitivamente alto (--) ou néao

aplicavel (NA).

2.5. Analise qualitativa

Devido a diferencas entre os estudos incluidos acerca do tipo de DE investivado,
tipo de modelo murino ou modelo celular empregado, ndo foi possivel conduzir sintese
guantitativa dos resultados por meio de metanalise. Dessa forma, os resultados foram

apresentados por meio da descri¢ao individual dos achados de cada estudo em formato
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de tabela (método de resumo estruturado). A representacdo grafica dos dados dos
estudos in vivo incluidos foi produzida com a utilizacdo do programa GraphPad Prism,

versao 10.0.
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4 RESULTADOS

4.1. Selecédo dos estudos

Foram identificados 1,349 estudos nas bases de dados pesquisadas, utilizando os
termos de busca apresentados na Tabela 1 (Material e Métodos). Apdés remocgdo das
duplicatas, foram rastreados 1286 artigos e 65 foram selecionados para andlise na
integra. Destes, 12 estudos em roedores e nove estudos em modelos celulares foram
incluidos. A Figura 1 apresenta o fluxograma que descreve o processo de selecdo e
inclusdo dos estudos. Os estudos excluidos estao apresentados no Apéndice 1, em que

se detalham as razdes para excluséo.
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Identificagao

Rastreamento

[

]

Inclusao

Identificacdo dos estudos por meio de bases de dados e registros

Estudos identificados em bases
de dados:
PubMed (n = 1007)
Web of Science (n = 289)
Scopus (n = 49)

Identificagdo de estudos por outros métodos

v

Estudos rastreados
(n = 1,286)

\4

Estudos excluidos antes do
rastreamento
Duplicatas (n = 20)
Estudos excluidos por
ferramentas automatizadas
(n=0)
Estudos excluidos por outras
razdes (n = 0)

Estudos identificados por:
Google Scholar (n = 100)
Organizagdes (n = 0)
Pesquisa de citagdes (n = 0)

Estudos selecionados para
analise na integra
(n =65)

Estudos excluidos
(n=1221)

v

Estudos analisados quanto a
elegibilidade
(n =865)

[

Estudos incluidos

(n =12, in vivo; n = 9, células)
Descrigéo de estudos incluidos
(n =12, in vivo; n = 9, células)

v

Estudos selecionados para
analise na integra porém nao
resgatados (n = 0)

Estudos selecionados para
analise na integra
(n=0)

v

Estudos excluidos (n = 44)
Desfecho inadequado (n =
29)

Desenho inadequado (n =
13)
Revisdes (nh = 2)

Estudos analisados quanto a
elegibilidade
(n=0)

Y

Estudos selecionados para
analise na integra porém nao
resgatados (n = 0)

Figura 1. Fluxograma de rastreamento e sele¢do dos estudos. Adaptado de (14)

A4

Estudos excluidos
(n=0)
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4.2. Caracteristicas dos estudos incluidos

Um total de 12 estudos investigaram o efeito da exposi¢ao de roedores a DEs
sobre o GE por calorimetria indireta, e suas caracteristicas estao descritas na Tabela 2.
Os estudos foram conduzidos nos Estados Unidos (16-22), Canada (23, 24), Suica (25),
Coreia do Sul (26) e China (27).

Foram estudados onze DEs ou misturas de DEs em roedores, incluindo
fitoestrégenos (25), bisfenol A (BPA) (23), diclorodifeniltricloroetano (DDT) (20),
tolilfluanida (21), arsénio (18), a mistura de 23 compostos quimicos oleosos e gasosos
(16, 17), bisfenol S (BPS) (26), dibutilftalato (DBP) (27), a mistura de tris(1,3-dicloro-2-
propil)fosfato (TDCPP), fosfato de trifenila (TPP) e fosfato de tricresila (TCP) (22),

benzeno (19) e deltametrina (24).
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Tabela 2. Caracteristicas descritivas dos estudos in vivo incluidos (n = 12).

Autor, ano
Pais

Modelo animal,
alojamento, dieta,
n°® amostral

Desregulador endécrino /
periodo de exposicao /
idade de avaliacéo do

gasto energético

Desfechos / métodos de
avaliacéo

Resultados e principais conclusfes

Cederroth et al.,
2007

Camundongos CD-
1 (machos)

Fitoestrégenos (dieta rica em
sodio; daidzeina a 150 ppm
e genisteina a 190 ppm)

Calorimetria indireta, 2 dias

VO2, VCO2, GE, RER,

Dieta rica vs pobre em fitoestrogenos
1 EE durante repouso (fase clara)
{ RER durante repouso (fase clara)

2-4 animais/gaiola;
temperatura: NR

Dieta controle
(AIN93G) ou
hiperlipidica (45%
gordura)

N = 4-5/grupo

Lactagéo: 0,36 pg/kg/d e 7,2
ng/kg/d

El1aPND 21

3 e 5 meses

N&o ajustada para massa
corporal total

Suica N° animais/gaiola: atividade > temperatura retal

NR, temperatura: 6 sem antes da concepgao 1 atividade em machos

20-23°C (23°C até a vida adulta Ajustada para massa corporal

durante calorimetria total

indireta) 3 a6 meses

Temperatura retal

Dieta pobre ou rica

em soja

N = 10/grupo
MacKay et al., Camundongos CD- | BPA na dieta Calorimetria indireta, 1 dia Exposicdo a dose baixa de BPA vs
2013 1 (machos e controle

fémeas) Gestacdo: 0,19 ng/kg/d e VOz2, VCOz2, GE, RER, <> EE aos 3 e 5 meses
Canada 3,49 pg/kg/d atividade < RER aos 3 e 5 meses

<> activity aos 3 ou 5 meses

Exposicdo a dose alta de BPA vs
controle

T EE aos 3 e 5 meses em machos
alimentados com dieta controle

<> EE aos 6 meses em machos
alimentados com dieta hiperlipidica

<> EE em fémeas aos 3 e 5 meses

<> RER aos 3 e 5 meses em machos e
fémeas

<> atividade aos 3 e 5 meses em machos e
fémeas
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La Merrill et al.,
2014

EUA

Camundongos
C57BL/6J (machos
e fémeas)

N° animais/gaiola:
NR; temperatura:
21-22°C

Dieta hipolipidica
(10% de gordura)

N = 14-15/grupo (4
animais/grupo na
calorimetria)

DDT (77,2% p,p’-DDT,
22,8% o,p’-DDT em azeite
de oliva organico); 17 mg/kg;
via oral

E11.5 a PND5S

6 meses

Calorimetria indireta, 7 dias

VO2, VCO2, RER, GE,
atividade

Ajustada para massa corporal
total

Temperatura retal

DDT vs control

! EE e RER em fémeas
<> atividade em fémeas
Machos nao avaliados

I temperatura retal em fémeas (mas néo
em machos)

Regnier et al., 2015

EUA

Camundongos
C57BL/6
(machos)

2-4 animais/gaiola,
temperatura: 22.2 +
1.1°C

Dieta hipolipidica
(16.5% de gordura)

Tolilfluanida na dieta
100 ppm

8-20 semanas de idade

20 semanas

Calorimetria indireta, 2,5 dias

VO2, VCO2, RER, GE,
atividade

Ajustada para massa corporal
total

Tolifluanida vs controle

{ GE corrigido para massa corporal total,
mas ndo o GE corrigido para massa
corporal magra ou GE nao corrigido
(kcal/h), na fase escura

1 GE néo corrigido, na fase clara

{ RER na fase escura, reducéo da
habilidade de modificar fontes de
substratos energéticos entre o estado
alimentado (fase escura) e o estado em
jejum (fase clara)

N = 4/grupo > atividade total, T fracdo de atividade
durante fase clara
Kirkley et al., 2018 | Camundongos Arsénio (arsenito de sodio) Calorimetria indireta, 2,5-3 Arsénio vs controle
C57BL/6 na agua de beber dias GE: NR
EUA (machos) 50 mg/L T RER durante fase escura

2 animais/gaiola,
temperatura: 22.2 +
1.1°C

Dieta controle

7/8-15/16 semanas

15/16 semanas

VO., VCO2, GE, RER,
atividade

Ajustes: NR!

<> atividade locomotora

N = 6/grupo
Balise et al., 2019 a | Camundongos Mistura de 23 substéncias Calorimetria indireta, 1 dia Mistura de 23 substancias gasosas e
C57BL/6J gasosas e oleosas ndo oleosas n&o convencionais vs controle
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EUA

(fémeas)

N° animais/gaiola:
NR; temperatura
controlada, NR

Dieta padrdo (13%
de gordura)

convencionais em etanol a
0.2%, na agua de beber
acidificada

1,5; 15; 150; 1500 ng/kg/d de
cada substancia)

5 semanas antes do
acasalamento (interrupcgéo
durante acasalamento), E1 a

VO2, VCO2, GE, atividade,
distancia percorrida

N&o ajustada para massa
corporal total

GE total (kcal/h)

{ nas doses de 1,5 e 150 ug/kg/d na fase
escura

<> has doses de 15 e 1500 ug/kg/d na fase
escura

{ nas doses de 1500 pg/kg/d na fase clara
<> has doses de 1,5; 15; 150 ug/kg/d na
fase clara

GE em repouso (kcal/h)

N = 5-7/grupo PND 21  nas doses de 1,5 e 150 ug/kg/d na fase

escura
7 meses > nas doses de 15 e 1500 pg/kg/d na fase
escura
{ nas doses de 1,5 pg/kg/d na fase clara
Non-resting EE (kcal/h)
{ nas doses de 15 pg/kg/d na fase escura
<> has doses de 1,5; 150; 1500 ug/kg/d na
fase escura
«> nas doses de 1,5; 15; 150; 1500 ng/kg/d
na fase clara
Spontaneous activity (X+Y+Z beam
breaks/12h)
{ nas doses de 150 ug/kg/d na fase escura
<> nas doses de 1,5; 15; 1500 pg/kg/d na
fase escura
J nas doses de 1500 ug/kg/d na fase clara
<> nas doses de 1,5; 15; 150 ng/kg/d na
fase clara
Ambulatory activity/total distance traveled
(m/12h)
<> em todas as doses
Balise et al., 2019 b | Camundongos Mistura de 23 substéncias Calorimetria indireta, 3 dias Mistura de 23 substancias gasosas e
C57BL/6J gasosas e oleosas ndo apos dieta hiperlipidica (45%) | oleosas n&o convencionais vs controle
EUA (fémeas) convencionais em etanol a e rica em sacarose (17%), por | GE total (kcal/h)

0.2%, na agua de beber
acidificada

2 dias

T na dose de 1500 pg/kg/d na fase escura

GE em atividade (kcal/h)
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N° animais/gaiola:
NR; temperatura
controlada, NR

Dieta padrdo (13%
de gordura, 3.25%
de sacarose)

N = 7-10/grupo

1,5; 15; 150; 1500 pg/kg/d de
cada substancia)

5 semanas antes do
acasalamento (interrupcéo
durante acasalamento), E1 a
PND 21

12 meses

VO2, VCO2, GE, atividade,
distancia percorrida

N&o ajustada para massa
corporal total

T na dose 1,5 e 1500 ug/kg/d na fase clara

Atividade espontanea
T em todas as doses de exposicao na fase
clara

Distancia total percorrida
1 nas doses de 1,5 e 1500 ug/kg/d na fase
clara

Ahn et al., 2020

Coreia do Sul

Camundongos
C57BL/6N
(machos)

Até 4
animais/gaiola,
temperatura: NR

Dieta padrédo
(NIH41) do
desmame a 62
semana ou dieta
hiperlipidica (60%
de gordura) da 62 a
102 semanas

BPS em etanol a 0,5% na
agua de beber

0,05; 0,5; 5; 50 mg/kg/d
E9 a E18

10 semanas

Calorimetria indireta, 2 dias,
em animais alimentados com
dieta hiperlipidica

VO2, VCO2, GE, RER

Dados ajustados para
tamanho corporal metabdélico
(= massa magra corporal total
+ 0,2 X massa gordurosa
corporal total)

BPS vs controle
<~ GE
< RER

N = 15/grupo
Li et al., 2020 Camundongos DBP em éleo de milho, Calorimetria indireta, duragdo DPB vs controle (machos e fémeas
C57BL/6J (machos | gavagem NR analisados em conjunto)
China e fémeas) 5 mg/kg/d < GE
VO2, VCOz, GE, RQ, atividade | «» RQ
N° animais/gaiola: E12 a PND7 locomotora < atividade locomotora
NR, temperatura:
22 +1°C 21 semanas Ajustada para massa corporal

Dieta padrao
(3.37% de gordura)

N = 10/grupo

total

Temperatura anal

 temperatura anal
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Walley et al., 2021

EUA

Camundongos
C57BL/6J (machos
e fémeas)

2-3 animais/gaiola,
temperatura: 25°C

Dieta hipolipidica
(10% de gordura)
or hiperlipidica

(45% de gordura)

Mistura OPFR (TDCPP,
TPP, TCP em dleo de
sésamo em manteiga de
amendoim seca, dose de 1
mg/kg para cada substancia)

E7 a PND14

20-24 semanas

Calorimetria indireta, 2 dias
VO2, VCO2, RER, GE

Ajustada para massa corporal
total

OPFR vs controle

GE

<> em machos alimentados com dieta
hipolipidica

4 em machos alimentados com dieta
hiperlipidica durante a fase clara e escura
I em fémeas alimentadas com dieta
hipolipidica durante a fase clara e escura
< em fémeas alimentadas com dieta
hiperlipidica

da 3% a 202 RER
semanas T em machos alimentados com dieta
hipolipidica durante a fase clara e escura
N = 6-8/grupo ! em fémeas alimentadas com dieta
hipolipidica durante a fase clara e escura
Koshko et al., 2021 | Camundongos Benzeno a 50 ppm em ar Calorimetria indireta, 3 dias Benzeno vs controle
C57BL/6JB durante a fase clara (9h00 as I GE nas fases clara e escura (machos)

EUA

(machos e fémeas)

N° animais/gaiola:
NR (alojamento em
conjunto),
temperatura
controlada: NR

Dieta padrao

N = 5-7/grupo

15h00)
EO0.5a E21

4 meses

VO3, VCO2, GE, atividade total
(distancia percorrida)

Ajustada para massa corporal
total

{ GEE na fase clara e <> na fase escura
(fémeas)

<> RER (fases clara e escura, machos e
fémeas)

<> atividade (fases clara e escura, machos
e fémeas)

Tsakiridis et al.,
2023

Canada

Camundongos
C57BL/6J (machos)

2 animais/gaiola,
21°C (TA) ou 29°C
(TN)

Dieta hiperlipidica
(45% de gordura)

Deltametrina na dieta
0,10, 1,0, 10 mg/kg

8-24 semanas

21 semanas

Calorimetria indireta, 2 ciclos
escuros (2 x 12 h)

VOz2, VCO2, RER, GE,
atividade total (distancia
percorrida)

Ajustada para massa corporal
total

Deltametrina vs controle

RT

1 GE na dose de 0,01 mg/kg/d

< RER

1 atividade na dose de 0,01 mg/kg/d

TN

T GE na dose de 0,01 e 0,1 mg/kg/d
T RER na dose de 0,01 mg/kg/d

<> activity
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N =10
animais/group

! Dados néo apresentados no texto do artigo cientifico relativo ao estudo incluido.
AIN93G: dieta para roedores, para crescimento, BPA: bisfenol A, BPS: bisfenol S, DBP: dibutilftalato, DDT: dicloro-difenil-tricloroetano, E: dia

embrionario, GE: gasto energético, NR: ndo relatado, OPFR: retardantes de chama organofosforados, PND: dia pés-natal, ppm: parte por milhao,

RER: razao de troca respiratoria, RQ: quociente respiratorio, RT: temperatura ambiente, TCP: fosfato de tricresila, TDCPP: tris(1,3-dicloro-2-
propil)fosfate, TN: termoneutralidade, TPP: fosfato de trifenila, VCO2: consumo de diéxido de carbono, VO2: consumo de oxigénio.
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Nove estudos analisaram o efeito de DEs sobre a fungéo mitocondrial de modelos
celulares (Tabela 3). Os estudos foram conduzidos nos Estados Unidos (28-31), China
(32, 33), Canada (34), Franca (35) e Japéao (36). Os modelos celulares empregados
envolveram células musculares (29, 32, 34), adipdcitos (28, 30, 31, 33), hepatdcitos (35)
e células pluripotentes (36). O estado e a fun¢éo mitocondrial foram analisados por meio
da determinagdo do consumo de oxigénio, potencial de membrana mitocondrial, massa
mitocondrial, fusdo mitocondrial, peroxidacéo lipidica, quantificacdo de espécies reativas
de oxigénio e de ATP intracelular. Os seguintes DEs foram estudados: tolilfluanida (29),
BPA (32, 35), DDT/1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno (DDE) (31, 34), bisfenol AF (28),
mistura DDE/trans-nonaclor/oxiclordano (30), 2,2',4,4',5 — pentabromodifenil éter (BDE-

99) (33) e tributiltina (TBT) (36).
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Tabela 3. Caracteristicas descritivas dos estudos em modelos celulares incluidos (n = 9).

Autor, ano, pais

Tipo celular

Desregulador endécrino,
dose, duracéo da
exposicao

Ensaios

Resultados e conclusdes principais

Muscle cells

Davis et al., 2018

EUA

Miotubos murinos C2C12

TF (0, 1, 5, 10 ppm)
+ OA (0,25; 1,0; 2,0 mM)
Duragéo: 24 h

OCR (Seahorse)
MMP (JC-1 dye)

Other

Lipid accumulation (Qil
Red O staining)

Gene expression (QPCR)
Protein expression
(Western blot)

Protein synthesis analysis
(commercial kit)

J OCR basal (a 1 ppm) na auséncia e presenca de
OAa0,25e1mM

J OCR méaxima (a 1 ppm) na auséncia e presenca
de OAa0,25e 1 mM

I MMP (a 1 ppm) na auséncia e presenca de OA a
0,25el1mM

Outros

4 acumulo lipidico intracelular (a 1, 5 e 10 ppm), na
auséncia e presenca de OAa0,25e 1 mM

4 acumulo lipidico intracelular (a 1 ppm), na
presenca de OA a2 mM

<> acumulo lipidico intracelular (a 5 ppm), na
presenca de OA a2 mM

<> expressédo de IRS-1 (RNAm) na presenca ou
auséncia de insulina

J expressdo de IRS-1 (proteina) na presenca de OA
a 0,25 mM (mas nao isoladamente ou na presenca
de OA almM)

T expressdo p-Akt (Ser473, proteina) a 1 ppm, na
presenca de OA a 0,25 mM e insulina, e ¥ na
presenca de OA a 1 mM e insulina

 expressdo de p-Akt (Thr308, proteina), na
presenca de OA a 0,25 mM e insulina, porém nao
isoladamente ou na presenca de OAalmMe
insulina

Liu et al., 2021

China

Mioblastos murino C2C12

BPA (0, 10, 50, 100, 150,
200 puM para ensaios de
viabilidade celular e 150
uM para outros ensaios)
+ coenzima Q10 (10 uM)
Duragdo: 0,1, 3,6,9h
para ensaios de
viabilidade celular e 6 h
para outros ensaios

MMP (corante JC-1)
Massa mitocondrial (Mito-
Tracker Green)

ROS (coloragéo por
DCFH-DA)

Outros
Viabilidade celular (ensaio
CCK-8)

T massa mitocondrial (a 150 uM)

I MMP (a 150 uM)

I expresséo de genes relacionados a cadeia
respiratoria mitochondrial (Mfn2, ND2, CYTB, ATPS6,
150 uM)

T ROS (a 150 pM)

Outros
{ viabilidade celular (a 150 e 200 uM)
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Expresséo proteica
(Western blot)

Apoptose (coloracéo por
Hoechst)

Ambiente acidico
lisossomal (coloragéo por
Lysotracker)

Expressdo génica (QPCR)

1 apoptose celular (a 150 puM)

 degradagao por autofagossomo (a 150 pM)
Comprometimento do ambiente acidico dos
lisossomos (a 150 uM)

Efeitos do BPA atenuados pela conezima Q10

Chehade et al., 2022

Miotubos L6 de ratos

DDT (0, 1, 10, 100, 1000,
10000, 100000 nM)

OCR e ECAR (Seahorse)
Peroxidacao lipidica

DDT T OCR méaxima a 1000 nM e + OCR méaxima a
10000 nM

Canada DDE (0, 1, 10, 100, 1000, | (niveis intracelulares de DDE T OCR méxima a 10 e 10000 nM { OCR
10000, 100000 nM) MDA) maxima a 10000 nM
Duragéo: 24 h DDT e DEE | ECAR
Other DDT e DDE <> lipid peroxidation
Viabilidade celular
(PrestoBlue) Other
Captacdo de glicose DDT e DDE ! viabilidade celular a 100000 nM
Expressdo proteica DDT { captacéo de glicose basal, porém n&o
(Western blot) estimulada por insulina, a 10000 nM
DDE <« captacéo de glicose basal, porém nao
estimulada por insulina
DDT e DDE «» expressao de enzimas de
desintoxicacdo de ROS
Adipdécitos

Chernis et al., 2019

EUA

Preadipécitos
subcutédneos humanos
primarios diferenciados
em adipdcitos (femininos)

BPAF (0, 5, 50, 5000 nM)
Duragéo: 4 e 14 dias (a0
longo da diferenciagéo)

OCR (Seahorse)
Massa mitodondrial
(MitoTracker)

Outros

Acumulo lipidico
(LipidTOX)

Expressao génica (QPCR)

d massa mitocondrial e OCR méxima a 5000 nM

Outros

T diferenciacéo adipocitaria avaliada por acimulo
lipidico e expressao de RNAmM de marcadores de
adipécitos a 5000 nM

J suppressdo da expressdo (RNAm) de marcadores
inflamatérios durante a adipogénese

Howell Il et al., 2024

EUA

Preadipécitos
subcutaneos humanos
imortalizados
diferenciados em
adipdcitos

DTO mixture (20; 2; 0,2
uM)

DDE (20 uM ; 2 uM ; 0,2
uM) +

Trans-nonachlor (2 uM;
0,2 uM; 0,02 uM) +
Oxychlordane (1 uM; 0,1
uM; 0,01 uM)

MMP (JC-1 dye)

Niveis intracelulares de
ATP

Niveis de ROS

Outros
Viabilidade celular (ensaio
CCK-8)

{ MMP a 0,2 e 20 uM
{ niveis intracelulares de ATP a 0,2, 2 e 20 uM
< niveis de ROS

Outros

> viabilidade adipocitaria

<> acumulo lipidico

T captacéo de acidos graxos a 2 pM
{ lipdlise induzida por isoproterenal
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Duragéo: 24 h (ap0s a
diferenciacéo)

Acumulo lipidico
(coloracdo com Nile Red e
Oil Red O)

Captacéo de glicose e
acidos graxos

Lipdlise

Expressao génica (QPCR)

{ captacéo de glicose basal e induzida por insulina a
20 uM

I expressdo de RNAm de Fatp2 (envolvido no
metabolismo de &cidos graxos) e T expresséo de
RNAm de Hsl (envolvida em lipolise), <> expressao
de RNAm de genes envolvidos no metabolismo de
glicose

T expressdo de RNAm de citocinas inflamatérias (IL-
6 e MCP-1) e resistina, em condic¢des basais e
estimulada por S. aureus, a 2 uM

Wen et al., 2024

China

Células mesenquimais
murinas C3H10T1/2
diferenciadas em
adipécitos marrons/bege

BDE-99 (0, 0.1, 1, 10, 30
uM)

Duracdo: 3 dias
(anteriores a indugéo da
diferenciacao)

MMP (MitoTraker Red
CMXRos)
OCR (Seahorse)

Outros

Acumulo lipidico
(coloracdo com Nile Red e
quantificacdo de
triglicerideo intracelular)
Expressao génica (QPCR)
Expressao protéica
(Western blot, ELISA)
Andlise lipidémica

T MMP 30 pM

1 respiracéo basal e relacionada ao vazamennto de
prétons a 30 uM e | capacidade de reserva
respiratéria

Outros

T acumulo de lipideos neutros a 10 e 30 uM

T acumulo de triglicerideos a 30 pM

T expressdo de marcadores adipocitarios a 10 e 30
uM (RNAmM e proteinas)

T expressdo de marcadores de adipécitos
marrons/bege a 30 uM (RNAm e proteinas)

T expresséo de resistina a 30 uM (RNAm e proteina)

mitocondrial > "
T expresséo de adiponectina (proteina) a 30 uM
Inducéo de perfil lipidico mitocondrial distinto
daquele induzido por rosiglitazona
Jugan et al., 2024 Pré-adipdcitos marrons DDT (0.1 e 1 uM) MMP DDT e DDE L MMP a 0,1 e 1 uM
humanos imortalizados DDE (0.1 e 1 uM) Massa mitocondrial (razdo | DDE e DDE <> massa mitocondrial
EUA PAZ6 diferenciados em Duracg&o: 14 h DNA mitocondrial/DNA
adipécitos nuclear) Outros
DDT e DDE «» a expressao de genes relacionados a
Outros

Expressao génica (QPCR)

funcéo do adip6cito marrom

Hepatécitos

Huc et al., 2012

Franca

Hepatécitos HepG2

BPA (1012 a 10* M)
Duragéo 24, 48, 72 h
BPA a 10* M foi tdxico
para células HepG2

MMP (DIOC6(3))

ROS (sondas
fluorescentes sensiveis a
oxidagao)

Outros
NO (DAF-FM)

Inducao de hiperpolarizacdo da membrana
mitocondrial a 10° e 101> M (24, 72 h), e a 10% a 10
11(24, 48, 72 h)

T ROS a 10 a 102 M (24, 48, 72 h)

Outros
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Secrecéo de IL-6, I1L-18,
TNFa (citometria de fluxo)
Acumulo lipidico
(coloracdo com Nile Red)
Medida de adutos
proteicos HNE-histidine

< NO a 105 a 102 M (24, 48, 72 h)

T secrecdo de IL-8 e TNFo a 10° M

1 acimulo lipidico a menores concentragées de
exposicao (72 h)

1 adutos proteicos HNE-histidine a 108 M (72 h)

Células pluripotentes

Yamada et al., 2016

Japéo

Linhagem 253G1 de iPCS
humanas

TBT (0, 10, 20, 50, 100,
200 nM para viabilidade
celular e 50 nM para
outros ensaios)
Duracdo: 1a72h

Niveis de ATP intracelular
MMP (corante JC-10)
Fus&o mitocondrial
(corante MitoTracker Red
CMXRos)

Outros

Proliferacéo celular
(CellTiter 96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation
Assay)

Expressao génica (QPCR)
Expressao proteica
(Western blot)

{ niveis de ATP intracelular a 50 nM (72 h)

{MMP a 50 nM (1 h)

! % de células com fissdo mitocondrial (72 h)
Induc&o de fusdo mitocondrial a 50 nM por reducéo
da expressédo de Mfnl (72 h)

Outros

{ proliferacéo celular a 50, 100 e 200 nM (72 h)
«> expressdo de RNAm de genes marcadores de
nao diferenciacéo celular (72 h)

{ expressdo de Mfn1 (proteina porém n&o RNA) a
50 nM (72 h)

ATP: adenosine trifosfato, ATP6: subunidade 6 de membrana da ATP sintasee, BPA: bisfenol A, BPAF: bisfenol AF, CCK-8 assay: Cell Counting Kit-8, CCK-8 assay: cell-
counting kit 8 assay, CYTB: citocromp B, coloracdo por DCFH-DA: ensaio de diacetato de dicloro-diidro-fluoresceina, DDE: 1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno, DDT:
diclorodifeniltricloroetane, ECAR: taxa de acidificac&o extracelular, Fatp2: proteina 2 de transporte de &cidos graxos, Hsl: lipase hormdnio-sensivel, IL-6: interleucina 6, iPSC:
células tronco induzidas pluripotentes, IRS-1: substrato 1 do receptor de insulina, MCP-1: proteina quimioatrativa de mondcitos 1, MDA: malondialdeido, Mfnl: proteina de
fus@o mitocondrial mitofusina 1, Mfn2: mitofusina 2, MMP: potencial de membrana mitocondrial, ND2: NADH desidrogenase 2, NO: 6xido nitrico, OA: acido oleico, OCR: taxa
de consumo de oxigénio, p-Akt: proteina quinase B fosforilada, Polg: DNA polimarase gama, subunidade catalitica, gPCR; rea¢éo de polimerase em cadeia quantitativa em
tempo real, ROS: espécies reativas de oxigénio, TBT: tributiltina, TF: tolilfluanida, Tfam: fator de transcricdo mitocondrial A, Tfb2m: fator de transcricdo mitocondrial B2.
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4.3. Risco de viés dos estudos incluidos

O risco de viés dos estudos in vivo e em modelos celulares foi avaliado utilizando a
Ferramenta de Avaliagdo de Risco de Viés do NTP/OHAT para Estudos em Humanos e
Animais, e os resultados estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5. Todos os estudos incluidos

in vivo (n = 12) e in vitro (n = 9) foram classificados como tendo baixo risco de viés.
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Tabela 4. Avaliacao do risco de viés nos estudos in vivo incluidos (n = 12), utilizando a
Ferramenta de Avaliagdo de Risco de Viés do NTP/OHAT para Estudos em Humanos e
Animais.

Autor Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 Q10 Risco
Cederroth et + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
al., 2007
MacKay et al., + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2013
La Merrill et al., + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2014
Regnier et al., + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2015
Kirkley et al., + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2018
Balise et al., ++ + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2019 a
Balise et al., ++ + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2019 b
Ahn et al., 2020 + + NA NA ++ + ++ ++ ++ ++ Low
Li et al., 2020 ++ + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
Walley et al., + + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2020
Koshko et al., ++ + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2020
Tsakiridis et al., + + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
2023

1. A dose administrada ou o nivel de exposi¢ao foi adequadamente randomizado?

2. A alocacao nos grupos de estudo foi adequadamente ocultada?

3. A selecao dos participantes resultou em grupos de compara¢éo apropriados?

4. O desenho ou andlise do estudo levou em conta variaveis importantes de confusdo ou modificagao?

5. As condi¢des experimentais foram idénticas entre os grupos de estudo?

6. Os pesquisadores e o0s participantes estavam cegos em relacdo ao grupo de estudo durante o
experimento?

7. Os dados dos desfechos estavam completos, sem perdas ou exclusées na andlise?

8. Podemos ter confianca na caracterizacdo da exposi¢ao?

9. Podemos ter confianca na avaliagdo dos desfechos?

10. Todos os desfechos medidos foram relatados?
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Tabela 5. Avaliagdo do risco de viés nos estudos in vitro incluidos (n = 9), utilizando a
Ferramenta de Avaliagdo de Risco de Viés do NTP/OHAT para Estudos em Humanos e

Animais.
Autor Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 QI0 Risco

Huc et al., + + NA NA  ++ + + ++ ++ ++ Low
2012
Yamadaetal., + + NA NA ++ + + ++  ++ ++ Low
2016
Davis et al., + + NA NA  ++ + + =+ ++ ++  Low
2018
Chernisetal., + + NA NA ++ + + ++  ++  ++  Low
2019
Liuetal, 2021 + + NA NA ++ + + ++  ++  ++  Low
Chehade etal., + + NA NA + + + ++  ++ ++ Low
2022
Howell Il et + + NA NA ++ + + ++ ++ ++ Low
al., 2024
Wen etal., + + NA NA  ++ + + F+  ++ ++  Low
2024
Jugan etal., + + NA NA  ++ + + ++ o+ ++  Low
2024

1. A dose administrada ou o nivel de exposi¢ao foi adequadamente randomizado?

2. A alocacéo nos grupos de estudo foi adequadamente ocultada?

3. A selecao dos participantes resultou em grupos de comparac¢ao apropriados?

4. O desenho ou andlise do estudo levou em conta varidveis importantes de confusdo ou modificagado?

5. As condi¢des experimentais foram idénticas entre os grupos de estudo?

6. Os pesquisadores e 0s participantes estavam cegos em relacdo ao grupo de estudo durante o

experimento?

Os dados dos desfechos estavam completos, sem perdas ou exclusdes na analise?
Podemos ter confianga na caracterizacdo da exposicao?

Podemos ter confianga na avaliacdo dos desfechos?

O Todos os desfechos medidos foram relatados?
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4.4. Resultados de estudos individuais
4.4.1. Estudos in vivo

Todos os estudos in vivo com roedores incluidos nesta revisdo sisteméatica
utilizaram modelos murinos, dos quais dois foram conduzidos com camundongos CD-
1, cinco com camundongos C57BL/6J, trés com C57BL/6, um com C57BL/6N e um
com C57BL/6JB. Cinco estudos avaliaram apenas camundongos machos, dois
avaliaram apenas fémeas e cinco avaliaram ambos os sexos. Em oito estudos, os
camundongos foram alimentados com uma dieta padrao/pobre em gordura; em um
estudo, com dieta rica em gordura; e em trés estudos, subgrupos de camundongos
foram alimentados com dieta pobre ou rica em gordura. Em cinco estudos, os
camundongos foram mantidos a temperatura ambiente; em um estudo, a 25 °C; e em
um estudo, tanto a temperatura ambiente quanto em condi¢do de termoneutralidade
por periodos distintos. Em cinco estudos, a temperatura de alojamento nao foi
descrita.

Na maioria dos estudos, os camundongos foram expostos a DEs em periodos
da vida que abrangem janelas criticas do desenvolvimento (periodos fetal e pos-natal
precoce); em apenas trés estudos, as exposi¢cdes ocorreram na idade adulta (18, 21,
24). Os estudos também variaram quanto a forma de descricdo do GE: cinco estudos
ajustaram o GE pela massa corporal total, trés estudos apresentaram o resultado do
GE sem ajuste pela massa corporal, um estudo ajustou o GE pelo tamanho corporal
metabdlico (massa magra total + 0,2 x massa gorda total) e um estudo néo relatou
nenhum tipo de ajuste na descricdo do GE.

Cada um dos 12 estudos incluidos investigou a exposicdo a um DE diferente
ou a uma mistura de DEs. O DDT reduziu o GE em camundongos fémeas, a

tolilfluanida reduziu o GE em camundongos machos, a mistura de 23 substancias
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quimicas reduziu o GE em camundongos fémeas, e o benzeno reduziu o GE em
camundongos machos e fémeas. O BPS apresentou efeito neutro sobre o GE em
camundongos machos, e o DBP teve efeito neutro sobre o GE em ambos os sexos. A
deltametrina e os fitoestrégenos aumentaram o GE em camundongos machos.
Notavelmente, alguns estudos avaliaram multiplas concentracdes de exposicéo,
incluindo os que investigaram o BPS, a deltametrina e a mistura de 23 substancias
guimicas associadas a extracdo ndo convencional de petréleo e gas. Os estudos que
envolveram exposicdo a deltametrina e & mistura de 23 substéncias quimicas
mostraram que os efeitos sobre o GE variaram de acordo com a concentragdo de
exposicdo. Além disso, estudos que investigaram a exposi¢cdo a tolilfluanida e a
mistura de 23 substancias quimicas relataram que os efeitos sobre o GE variaram
entre os ciclos claro e escuro. Ademais, o estudo que avaliou a exposicdo a
tolilfluanida relatou que seu impacto sobre o GE foi influenciado pelos métodos

utilizados para ajustar sua medida.

Alguns estudos indicaram um efeito sexualmente dimérfico dos DEs sobre o
gasto GE. A mistura de retardantes de chama organofosforados (OPFR) reduziu o GE
em camundongos fémeas, mas apresentou impacto neutro em camundongos machos.
A exposicao a baixas doses de BPA teve efeito neutro sobre o GE em camundongos
de ambos 0s sexos, enquanto a exposicdo a altas doses teve impacto neutro em
fémeas, mas aumentou o GE em machos. Apenas o estudo que investigou a
exposicao a mistura de OPFR avaliou o GE em camundongos alimentados com dieta
pobre ou rica em gordura em diferentes periodos e relatou que o tipo de dieta
influenciou o efeito da exposi¢do ao DE sobre o GE de forma sexualmente dimorfica.

A Figura 2 apresenta um sumario dos achados dos estudos in vivo incluidos.
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Figura 2. Sumario dos resultados dos estudos in vivo incluidos. Niomero de estudos que observaram
reducdo, aumento ou efeito neutro de diferentes desreguladores endécrinos sobre o gasto energético
(GE) em camundongos machos (M) e fémeas (F). BPA: bisfenol A, DBT: dibutilftalato, DDT: dicloro-
difenil-tricloroetano, OPFR: retardantes de chama organofosforados.

4.4.2. Estudos em modelos celulares

Em miotdbulos C2C12 de camundongo, foi demonstrado que a tolilfluanida
reduziu a taxa de consumo de oxigénio basal e maxima, além de diminuir o potencial
de membrana mitocondrial. Os efeitos foram acentuados pela presenca do acido
graxo oleico (29). Em midblastos C2C12, o BPA reduziu o potencial de membrana
mitocondrial, e os efeitos foram acompanhados por um aumento da massa
mitocondrial, regulacdo negativa dos genes relacionados a cadeia respiratéria
mitocondrial e aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio. (32). Em
miotubulos L6 de rato, o DDT e o DDE exibiram efeito ndo monot6nico na taxa maxima

de consumo de oxigénio. A 1000 nM, ambos os DEs aumentaram a taxa de consumo
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de oxigénio, mas a 10000 nM, diminuiram essa taxa. Nem o DDT nem o DDE afetaram
a taxa de acidificacdo extracelular (34).

Em adipdcitos primérios humanos diferenciados em cultura a partir de
preadipdcitos subcutaneos, o bisfenol AF reduziu a massa mitocondrial e a taxa
maxima de consumo de oxigénio (28). Em preadipdcitos humanos subcutaneos
imortalizados diferenciados em adipdcitos, a mistura contendo DDE, trans-nonacloro
e oxiclordano exibiu efeitos ndo monotbénicos, diminuindo o potencial de membrana
mitocondrial e os niveis de ATP celular nas concentragcdes mais baixa e mais alta
testadas, mas ndo na concentracao intermediaria (30).

Em células-tronco mesenquimatosas murinas C3H10T1/2 diferenciadas em
adipocitos marrom/bege, o BDE-99 aumentou o potencial de membrana mitocondrial
e tanto a respiracdo basal quanto a desacoplada (33). Em uma linha celular humana
PAZ6 diferenciada em adipécitos marrom, o DDT e o DDE diminuiram o potencial de
membrana mitocondrial sem alterar a massa mitocondrial ou a expressao de genes
relacionados a termogénese (31).

Na linhagem celular de hepatécitos humanos HepG2, o BPA induziu a
hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial, o que foi acompanhado por um aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio (35).

Em uma linha celular humana de células-tronco pluripotentes, a tributiltina
reduziu o potencial de membrana mitocondrial, diminuiu os niveis intracelulares de
ATP e induziu a fusdo mitocondrial na concentracdo intermediaria, mas ndo nas

concentracfes mais baixa ou mais alta testadas (36).

39



5 DISCUSSAO

Poluentes quimicos com a capacidade de desregular o sistema enddécrino sao
encontrados de forma ubiqua no ambiente. Resultados de estudos epidemiol6gicos
indicam que muitos deles estdo associados a obesidade e doencas metabdlicas, e
investigacbes envolvendo modelos pré-clinicos demonstraram que eles estao
causalmente ligados a esses fenoétipos (37). Nas ultimas décadas, tem aumentado a
evidéncia sobre o efeito dos DEs na ingestdo de energia e no armazenamento de
energia, mas poucos estudos investigaram sua agcdo sobre o GE. Nesse contexto,
realizamos uma revisao sistematica para avaliar o efeito dos DEs sobre o GE em
modelos animais. Devido ao papel essencial das mitocondrias na taxa metabdlica,
também realizamos uma revisao sistematica da literatura para examinar o efeito dos
DEs sobre a funcédo mitocondrial em estudos envolvendo modelos celulares.

Paula Baillie-Hamilton foi a primeira a levantar a hipétese, em 2002, de que a
exposicao a substancias quimicas ambientais poderia estar associada a obesidade,
considerando o aumento paralelo na prevaléncia da obesidade e no uso de
substancias quimicas (38). Em 2006, foi demonstrado que o tributilestanho ativa o
PPARYy, induz a diferenciagao de adipdcitos em cultura e aumenta a massa de tecido
adiposo branco in vivo, e o termo “obesogénico ambiental” foi cunhado (39). Mais
recentemente, apos a identificacdo de que algumas substancias quimicas podem
desregular o metabolismo com ou sem promover o aumento da adiposidade, foi
proposto o termo mais abrangente “substancias quimicas desreguladoras do
metabolismo” para se referir aos desreguladores enddcrinos que induzem doencas
metabolicas (9). Apesar de quase 20 anos terem se passado desde as primeiras

evidéncias que estabeleceram uma relacdo causal entre a exposi¢do a substancias
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guimicas e a obesidade dos diversos estudos abordando os mecanismos envolvidos
nessa relacdo, encontramos apenas 12 estudos que investigaram o efeito de DEs
sobre o GE avaliado por calorimetria indireta em modelos animais. Além disso, os 12
estudos analisaram substancias quimicas ou misturas diferentes, o que impossibilita
a sintese dos dados para um Unico composto.

Entre os DEs investigados nos estudos incluidos, apenas os fitoestrégenos
foram associados a protecdo contra a obesidade. Os fitoestr6genos sdo compostos
de origem vegetal, naturalmente presentes em plantas, que compartilham
semelhancas estruturais e propriedades biolégicas com os estrogénios de origem
animal (6). Apesar de seus beneficios em doengas metabdlicas e cardiovasculares,
sintomas do climatério e osteoporose, eles também apresentam atividade
desreguladora enddcrina, que pode estar associada a reducao da fertilidade e ao risco
de neoplasias malignas sensiveis ao estrogénio (40).

O papel fisiolégico da sinalizacdo estrogénica pelos receptores estrogénicos
alfa (ERa) e beta (ER) na homeostase metabdlica (41) é consistente com os diversos
efeitos benéficos da dieta rica em fitoestrégenos e da suplementacdo de
fitoestrogenos sobre desfechos metabdlicos (42). Estes ultimos incluem reducéo do
ganho de peso, supressdo da resposta inflamatéria e melhora na sensibilidade a
insulina e no metabolismo de carboidratos e lipidios (42). Além disso, uma vez que a
ativacdo farmacolégica do ERP aumenta o GE em camundongos (43) e os
fitoestrégenos podem modular a atividade do ERa e -B, é plausivel que os
fitoestrogenos influenciem também o GE. Notavelmente, Cederroth et al. (2007)
observaram que o efeito de uma dieta rica em fitoestrogenos (contendo daidzeina e
genisteina), comparada a uma dieta pobre em fitoestrégenos, foi sexualmente

dismorfico, sendo observado que apenas camundongos machos apresentaram
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aumento do GE, que foi acompanhado de reducéo do quociente de troca respiratorio,
indicando mudanca de carboidratos para lipideos como fonte preferencial de substrato
energeético, e aumento da atividade locomotora (25).

A exposicdo a outros DEs examinados nos estudos incluidos nesta reviséo
sistematica j& foi anteriormente associada a aumento na probabilidade de excesso de
peso em humanos. Alguns deles, incluindo BPA, DDT, arsénio, metabdlitos de
ftalatos, OPFR e benzeno, também foram associados a uma maior prevaléncia de
doencas metabdlicas, como resisténcia a insulina e diabetes tipo 2. No entanto, seus
efeitos sobre o GE foram variados e dependentes do sexo e da dose de exposi¢cdo em
alguns estudos. Essas caracteristicas sdo consistentes com aquelas que determinam
a acado hormonal e a desregulacdo enddcrina (9, 13). Em alguns estudos, os efeitos
também dependeram do tipo de dieta, seja ndo obesogénica ou obesogénica.

Os DEs BPA, DDT, tolilfluanida, a mistura de produtos quimicos da industria de
petroleo e gas, a mistura de OPFR contendo TDCPP, TPP e TCP, e o0 benzeno foram
associados a reducdo do GE, embora para alguns compostos o efeito tenha variado
de acordo com o sexo, a dose de exposicao e a presenca de uma dieta obesogénica.
A exposicdo a altas doses de BPA reduziu o GE de camundongos machos
alimentados com dieta padrdo (normolipidica), mas ndo daqueles alimentados com
dieta rica em gordura (23). Em contraste, a exposicdo a mistura de TDCPP, TPP e
TCP néao afetou o GE de camundongos machos alimentados com dieta padrdo, mas
reduziu o GE daqueles alimentados com dieta rica em gordura (22). Em camundongos
fémeas, a mistura mencionada reduziu o GE em condi¢des de dieta pobre em gordura,
mas nao teve efeito naqueles alimentados com dieta rica em gordura (16), enquanto
camundongos alimentadas com dieta rica em gordura e sacarose apresentaram

aumento no GE (17). Embora pouco se saiba sobre como os DEs podem interagir com
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a dieta para afetar desfechos metabdlicos (10), esses ultimos achados apontam para
uma interacdo complexa que pode variar de acordo com 0 composto quimico
especifico e, consequentemente, com as vias exatas que sao afetadas no contexto da
desregulacédo metabdlica.

Os principais componentes do GE séo a taxa metabdlica de repouso, o efeito
térmico dos alimentos (termogénese induzida pela dieta) e a atividade fisica (44),
sendo a taxa metabdlica de repouso seu componente predominante, representando
70% do GE total. Entre os 12 estudos incluidos nesta revisdo sistematica, nove
avaliaram a atividade locomotora além do GE. Estes investigaram os fitoestrogenos e
0s compostos quimicos BPA, DDT, tolilfluanida, arsénio, DBP, benzeno, deltametrina
e uma mistura de 23 produtos quimicos ndo convencionais. Os DEs exposi¢cdes que
levaram ao aumento do GE, como fitoestrégenos, deltametrina e a mistura de 23
produtos quimicos ndo convencionais, também aumentaram a atividade locomotora.
Esses achados sugerem que tais exposices podem aumentar o GE por meio do
aumento da atividade fisica. E possivel, ainda, que o aumento da atividade pode ser
um sinal de alteracdes comportamentais relacionadas a disfuncéo cognitiva (45), e
esse ultimo achado pode refletir a desregulacdo de processos fisioldgicos no sistema
nervoso pelos DEs. De fato, essas substancias podem afetar negativamente o
neurodesenvolvimento e prejudicar neurénios maduros (46).

No presente estudo, a literatura também foi revisada sistematicamente em
busca de estudos que investigaram o efeito de DEs sobre a funcdo mitocondrial em
modelos celulares envolvendo adipécitos, células musculares, hepatdcitos, ilhotas
pancreaticas ou seus precursores (47). Além disso, as mitocondrias desempenham
um papel central na termogénese, o processo de dissipacdo de energia na forma de

calor, o que é crucial para a manutencdo da temperatura corporal e da homeostase
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metabdlica (48). A termogénese pode ocorrer por varios mecanismos, sendo 0 mais
conhecido a termogénese sem tremores, determinada pela proteina desacopladora 1
(UCP-1) em adipdcitos marrons e bege (48). Outros tecidos também contribuem para
a termogénese, incluindo o muasculo esquelético e, em menor grau, o figado. No
musculo esquelético, a producdo de calor ocorre através da termogénese por
tremores, determinada pela contragdo muscular repetitiva, e da termogénese sem
tremores, que depende predominantemente da via de sinalizagdo SLN/SERCA (49).
Apesar de ser crucial para fornecer substratos energéticos para a termogénese em
outros tecidos, predominantemente o tecido adiposo marrom (50), também ha
evidéncias que sugerem que o figado contribui para a termogénese induzida pela dieta
(51). Portanto, € possivel que a interferéncia na bioenergética mitocondrial nesses
tipos celulares por DEs poderia contribuir para modificacdes no GE.

Foram encontrados nove estudos que abordaram o efeito de diferentes DEs
sobre a fungcédo mitocondrial em modelos celulares envolvendo mioblastos/miotubos,
hepatocitos, adipdcitos e células pluripotentes. Interessantemente, todos os produtos
guimicos estudados prejudicaram a bioenergética mitocondrial nesses tipos celulares.
O BPA e o bisfenol AF também demonstraram diminuir a massa mitocondrial em
mioblastos murinos e adipocitos humanos, respectivamente. Esses resultados
sugerem que as mitocondrias podem ser organelas-alvo da acdo desreguladora
enddcrina. Embora 0os mecanismos precisos subjacentes a disfuncdo mitocondrial
induzida por Des permanecam inconclusivos, a bioenergética mitocondrial
prejudicada é uma base plausivel para os diversos estados patoldgicos associados a
exposicao a esses produtos quimicos

O presente trabalho apresenta varios pontos fortes que devem ser destacados,

como a busca abrangente na literatura, a inclusdo de estudos experimentais que
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avaliaram o GE por meio de um método robusto e a alta qualidade metodolégica dos
estudos incluidos. No entanto, as limitacbes também devem ser reconhecidas,
principalmente decorrentes do numero reduzido de estudos que investigaram o efeito
de desreguladores endocrinos sobre o E=GE em modelos de roedores. Como cada
um dos 12 estudos in vivo incluidos avaliou um composto quimico especifico, ndo foi
possivel realizar uma meta-analise

Dessa forma, a presente revisdo sistematica de estudos pré-clinicos indica que
os DEs podem afetar o equilibrio energético ao interferir no GE. Em conjunto com
outros resultados da acdo hormonal e da desregulacdo enddcrina, o efeito dessas
substancias sobre o GE exibe caracteristicas dimorficas sexualmente, varia com a
dose de exposicdo e possivelmente interage com a dieta. Além disso, diversos DEs
prejudicaram a bioenergética mitocondrial em modelos celulares de tecidos chave
envolvidos na homeostase energética. Os resultados também destacam a
necessidade de pesquisas futuras para confirmar os dados atuais e explorar a base

mecanistica para a interferéncia dos DEs no GE e na funcéo mitocondrial.
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6 CONCLUSAO

O presente permitiu, por meio de revisdo sistematica da literatura, concluir que:
Foram encontrados 12 estudos que avaliaram o efeito de DEs sobre o GE
determinado por calorimetria indireta em roedores, e nove estudos que
investigaram o efeito de DEs sobre a fungcdo mitocondrial de células
musculares, adipécitos, hepatdcitos e seus precursores.

Os DEs estudados até o momento apresentaram efeito variavel sobre o GE de
roedores, avaliado por calorimetria. O DDT, tolilfluanida, benzeno e a mistura
de 23 compostos reduziram o GE, enquanto BPS e o dibutilftalato néo
alteraram e a deltametrina aumentou o GE. Alguns DEs apresentaram efeito
dimérfico sexual (fitoestrogenos e mistura de retardantes) sobre o GE ou
dependente da dose de exposicao (BPA).

Nove estudos em modelos celulares indicaram que a bioenergética
mitocondrial foi prejudicada por diversos DEs, em células musculares,
adipdcitos, hepatdcitos e células pluripotentes.

Todos os estudos incluidos apresentaram baixo risco de viés.
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