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INTRODUGAO:

Nos extensos campos de monocultura localizados em territério brasileiro ocorre a
pulverizagdo em larga escala de agrotéxicos, que causam danos ao solo, agua superficial,
agua da chuva, ar e alimentos que consumimos e também para as pessoas que tém
contato como trabalhadores rurais e quem reside perto das plantagdes (Pignatti et al. 2017).
Existem estudos que comprovam a presencga de agrotéxicos acima do limite permitido por lei
em agua utilizada para consumo humano, além da presenga em alimentos, muitos desses
agrotoxicos sédo proibidos em diversas partes do mundo mas seguem sendo utilizados
livremente por aqui. Muitos destes compostos estdo presentes em quantidades suficientes
para causar danos a saude de quem consome os produtos contaminados (Panis et al. 2022).

A atrazina (ATZ) (1-Chloro-3-ethylamino-5-isopropylamino-2,4,6-triazine) € altamente
soluvel em agua e muito utilizado no plantio de cana de agucar e milho. Apesar de se tratar de
um herbicida antigo (é proibido seu uso na Alemanha desde 1991), ainda assim € amplamente
utilizado no Brasil devido ao seu baixo custo, e ao fato de atuar juntamente com outros
compostos, o que facilita sua ampla utilizagcdo nas lavouras (Bula Atrazina SD 500 SC -
SHARDA). Seu uso no Brasil corresponde a 4,6% da quantidade total de herbicidas aplicados
(IPEA, 2019). Porém, os impactos da ATZ vao além do dano ecoldgico, esse composto
também ¢é bastante danoso para o ser humano, causando doencas que sdo desenvolvidas
apos a intoxicagcao e seguem quem foi contaminado por um longo tempo ou até mesmo a vida
toda. Os danos ja conhecidos dessa substancia séo relativos a perda ou prejuizo na audigao
(Matiazzi, 2019), disturbios enddcrinos como reducado do TNF-a, IL-1B e vias do receptor de
estrogénio que podem levar ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Pizatti et al,
2020), disfuncdo epigenética por meio da redugao das atividades de manutencédo da enzima
DNA metiltransferase (DNMT) (Wirbisky-Hershberger et al, 2017), ela também atua como um
desregulador enddécrino ao inibir a fosfodiesterase-4 especifica do AMPc, exposi¢cao a longo
prazo contribui para o desenvolvimento de doengas metabdlicas resultando em resisténcia a
insulina e obesidade (Gupta et al, 2020). Portanto, aprofundar o entendimento dos efeitos
citotéxicos em modelos celulares de células do sistema enddcrino € importante para entender
melhor os efeitos toxicos desse agrotoxico.

Neste presente estudo busca-se conhecer os efeitos citotéxicos da ATZ em diferentes
concentragbes nas células beta pancreaticas INS-1E (insulinoma de rato) e comparar os
efeitos da exposicdo aguda e repetida. Para isso, iniciamos entédo utilizado diversos ensaios
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para que seja encontrado o que melhor representa os efeitos citotoxicos exercidos pela ATZ,
sendo eles ensaio de MTT, vermelho neutro (VN) e também para efeitos comparativos o efeito
de um inibidor ciclohexamida (CHX).

METODOLOGIA:

Todos Os ensaios foram realizados utilizando as células beta pancreaticas (INS-1E)
que foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm?, contendo meio de cultura RPMI 1640,
suplementado com soro fetal bovino 5%, 10 mM de Hepes, 1 mM de piruvato de sédio, 50 uM
de 2-mercaptoetanol e antibiético - 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Gibco, Brasil), citado nesse trabalho como meio de cultura suplementado. As células foram
mantidas a 37 °C, com atmosfera de 5% de CO2 em incubadora Panasonic
COM-170AICUVL-PA.

Ensaio de Vermelho Neutro (VN)

Para teste de viabilidade celular foi realizado um ensaio utilizando o vermelho neutro
(VN),a primeira etapa realizada foi o plagueamento das células,para isso foi realizada a
contagem do numero de células por ml e posteriormente encontrado o valor em microlitros
que deveria ser diluido a fim de ter o valor final de 15.000 células por pocgo, apds o
plagueamento a placa foi incubada por 48 horas para aderéncia celular. Apos esse periodo foi
realizado o tratamento da placa com ATZ, para isso foi realizada uma diluigdo seriada (920
MM- 0,011uM), partindo-se de uma solugao estoque (D1) de 920 uM, foi realizada uma diluicao
na proporgao 200:1200 até chegar ao valor 0,011 uM (D8), em cada transferéncia foi realizado
o movimento de up down para a completa homogeneizacédo. O conteudo dos pogos é sugado
e é adicionado o conteudo dos eppendorfs sendo cada diluicdo utilizada em uma coluna da
placa,posteriormente a placa foi incubada por 24 horas. Entao foi realizada a ultima etapa, é
entdo preparada uma solucédo de vermelho neutro onde 12 ml de meio € adicionado 120 pl de
solucdo estoque de vermelho neutro, apds remover o conteudo da placa é adicionado 100 pl
conteudo da solucdo de vermelho neutro em cada poco e a placa é incubada por 2 horas,
novamente o conteudo da placa substituido por 150 ul de solucao revelagao (49 % agua miliq,
50% alcool 96% e 1% acido acético glacial) nos pogos, a placa ficou no agitador por 3
minutos. Realizadas essas etapas, a absorbancia foi aferida em 540 nm no Leitor
Multidetecgdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). A viabilidade
celular foi normalizada em relagao ao controle nio tratado.

Ensaio de MTT

O protocolo para realizagdo do ensaio de MTT foi dividido em duas partes, sendo a
primeira o plaqueamento com as suas subdivisdes que sao a tripsinizagado das células e a
contagem utilizando a camara de Neubauer, por fim em cada poco foi plaqueado 15.000
células, a placa foi incubada por 48 horas para aderéncia celular. A etapa seguinte que foi
realizada foi a de diluicdo seriada a partir da solucéo estoque 400 uM de ciclohexamida (CHX)
em 2000 ul de meio, as diluicdes seriadas foram realizadas em eppendorfs de 2 ml (no total
foram utilizados 8), foi adicionado 500 ul nos eppendorfs de numero D2 a D4 de meio de
cultura puro, 600 pl em D5 e 900 ul nos D6 a D8, e da solugcdo mae é retirado 500 pl e
transferido para o eppendorf de numero D2 foi realizado up and down para homogeneizar a
solucao é entao transferido 500 ul deste para o D3, 500 ul deste para o D4, 400 ul para D5,
100 pl para D6 e o mesmo para D7 e D8. Posteriormente foi realizado o plaqueamento
propriamente das solugcbes de tratamento, utilizando cada coluna para uma dessas
concentracdes totalizando assim 8 colunas (a solugdo mae também utilizada), 2 colunas séo
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preenchidas com meio de cultura ndo suplementado e funcionam como controle. A placa foi
incubada por 24 horas. Ja a terceira parte se trata do ensaio de redugao do MTT, primeiro a
solucao de tratamento € removida da placa e depois adicionado MTT dissolvido em meio de
cultura e a placa foi incubada por 3 horas, e apos verificar a formagao dos cristais de
formazan com o uso do microscépio, o conteudo da placa foi entdo substituido por 150 pl
DMSO, a placa ficou no agitador por 3 minutos. Realizadas essas etapas, a absorbancia foi
aferida em 540 nm no Leitor Multideteccdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA). A viabilidade celular foi normalizada em relagéo ao controle nao tratado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Iniciamos a avaliagéo da toxicidade da ATZ usando a exposi¢cao aguda (24 horas) no
ensaio de MTT para avaliar a viabilidade celular, posteriormente foi realizado o ensaio de VN
e 0 ensaio de MTT com uma substancia (CHX) com efeito inibidor ja conhecido para efeito de
comparagao com os testes realizados com ATZ. O primeiro ensaio realizado para encontrar os
valores de viabilidade celular foi o0 MTT,o resultado encontrado esta representado na figura 1,
€ possivel observar que os resultados encontrados neste ensaio nao representam
adequadamente os valores reais . Foi entdo realizado o experimento para determinagdo do
IC50 em triplicata, ou seja, foi realizado trés vezes independentes, com exposigao a ATZ por
um periodo de 24 horas (exposigao aguda) e foi feita a andlise da viabilidade celular por meio
do ensaio de VN. O valor maximo de ATZ encontrado na solugdo com maior concentracao &
limitado pela questdo da solubilidade da ATZ no meio de cultura. O resultado encontrado
demonstra alta viabilidade celular apesar do tratamento, mesmo na concentracdo mais alta a
taxa de viabilidade celular ficou em aproximadamente 80% o que € um valor alto levando em
consideragao a quantidade de ATZ ao qual as células foram expostas.Segundo Liu et al. a
citotoxicidade aumenta com o passar do tempo, ou seja em uma exposi¢gao prolongada foi
encontrado menor viabilidade celular, por isso é necessario que seja realizado estudos em
que a exposicao a ATZ seja de até 72h como encontrado neste estudo.
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Figura 1- Determinacéo do IC50 da ATZ em células beta pancreaticas. As células foram tratadas com
concentragdes crescentes de ATZ (0,011 — 920 pM) por um periodo de 24 h e a viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de MTT. A viabilidade de células nao tratadas foi considerada como 100%. Cada
valor representa a média £ S.D. de trés experimentos independentes (n = 4).
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Figura 2- Determinacao do IC50 da ATZ em células beta pancreaticas. As células foram tratadas com
concentragdes crescentes de ATZ (0,011 — 920 pM) por um periodo de 24 h e a viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de Vermelho Neutro. A viabilidade de células nao tratadas foi considerada como
100%. Cada valor representa a média + S.D. de trés experimentos independentes (n = 4).
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Figura 3- Determinacao do IC50 da CHX em células beta pancreéticas . As células foram tratadas com
concentragdes crescentes de CHX (0,02 — 400 uM) por um periodo de 24 h e a viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de MTT. A viabilidade de células ndo tratadas foi considerada como 100%. Cada
valor representa a média + S.D. de trés experimentos independentes (n = 4).

Para efeito de comparacao foi utilizado a CHX que é um inibidor da sintese de
proteinas o que leva a morte celular, para observar o efeito que o mesmo causa sobre as
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INS-1E, como pode ser observada no grafico a taxa de viabilidade celular caiu em relagao ao
tratamento com ATZ, chegando a 50% na concentragao de 400 uM (maior concentragao).

CONCLUSOES:

Conclui-se que a célula beta pancreatica (INS-1E) é pouco sensivel ao tratamento com ATZ nas
concentragdes apresentadas no periodo de 24 horas ou seja exposicao aguda, é necessario mais
estudos para verificar se 0 mesmo ocorre em exposi¢gdes a um periodo maior (48 horas, 72 horas) e
assim ver como as células irdo se comportar em relagdo ao agente téxico. Além da determinagao de
IC50 em exposi¢gdes mais prolongadas, o estudo ainda prevé novos testes para verificagdo de dano ao

DNA e fungéo da concentracao de calcio nas células.
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