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RESUMO

GUIMARAES-VIEIRA, Alessandra. Estudo do efeito adipogénico dos agrotoxicos
bitertanol e 6xido de fembutatina em cultura de células. Brasilia, 2022. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2022.

O Brasil ¢ um dos maiores consumidores mundiais de agrotdxicos. Muitos dos danos a satde
relacionados a exposicéo a essas substancias ainda estdo sob investigacdo. Trabalhos recentes
evidenciam que alguns desses compostos podem atuar como obesogénicos ambientais, que sao
substancias capazes de desregular o sistema enddcrino, promover adipogénese e contribuir para
o0 desenvolvimento da obesidade. Estudos preliminares e ndo publicados do grupo de pesquisa
do qual faco parte, mostraram que o0s agrotdxicos bitertanol e Oxido de fembutatina
promoveram acumulo lipidico em pré-adipdcitos 3T3-L1, sendo que o 6xido de fembutatina
ativou o PPARY. Considerando o uso intensivo de agrotoxicos no Brasil e 0s poucos estudos
relacionados ao seu efeito desregulador enddcrino, o presente estudo objetivou investigar outros
mecanismos que podem estar relacionados ao efeito adipogénico promovido por essas
substancias, bem como avaliar seus possiveis efeitos sobre outros receptores nucleares. Para
avaliar o efeito dos agrotoxicos sobre a atividade transcricional dos receptores nucleares GRao,
PPARa, PPARP/S, TRa, TRP e PXR, foi realizado 0 ensaio de transfeccéo e gene reporter da
luciferase. Para tanto, células HeL.a foram co-transfectadas com os plasmideos contendo o DNA
complementar do receptor nuclear e com os plasmideos contendo seus respectivos elementos
responsivos fusionados ao gene reporter da luciferase e tratadas por 24 horas com DMSO, com
agonistas conhecidos dos receptores em estudo ou com concentracOes crescentes dos
agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina. Esse ensaio também foi realizado para avaliar se
a cisteina 285, localizada no LBD do PPARY, é importante para a ativacdo desse receptor pelo
oxido de fembutatina. Considerando que tanto o bitertanol quanto o éxido de fembutatina
induziram acumulo lipideo em células 3T3-L1, foi avaliado se esse efeito era dependente de
PPARy. Para tanto, células 3T3-L1 foram tratadas durante 15 dias, na presen¢a ou auséncia do
antagonista de PPARy T0070907, com veiculo (DMSO), rosiglitazona ou concentracdes dos
agrotdxicos que promoveram actmulo lipidico. No ensaio de transfeccéo e gene reporter, tanto
0 bitertanol quanto o d6xido de fembutatina ndo apresentaram atividade agonista sobre os
receptores avaliados. No ensaio utilizando o PPARy com a mutagdo C285S, observou-se que a
substituicdo da cisteina pela serina, aboliu a atividade transcricional, sugerindo que esse

aminoacido é essencial para o efeito agonista do 6xido de fembutatina sobre 0 PPARy. No



ensaio de diferenciacdo, a presen¢a do antagonista T0O070907, reduziu de forma significativa o
acumulo lipidico induzido por ambos os agrotoxicos, indicando que esse efeito ocorre via
PPARy. Os resultados desse trabalho podem contribuir para a melhor compreensdo dos
impactos que os agrotoxicos podem causar na salde humana e de outros animais.
Adicionalmente, podem fundamentar decisdes governamentais relativas ao emprego desses
compostos, bem como incentivar a busca por ativos eficientes, sem ou com menores impactos
negativos. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar seus mecanismos de

acao.

Palavras-chave: Agrotoxico, desregulador endocrino, adipogénese.



ABSTRACT

GUIMARAES-VIEIRA, Alessandra. Study the adipogenic effects of the pesticides
bitertanol and fembutatin oxide in cell culture. Brasilia, 2021. Dissertation (Master in
Pharmaceutical Sciences) - Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia,
2022.

Brazil is one of the world’s largest consumers of pesticides. Many health hazards related to
exposure to these substances are still under investigation. Recent studies show that some of
these compounds can act as environmental obesogens, which are substances capable of
disrupting the endocrine system, promoting adipogenesis, and contributing to the development
of obesity. Preliminary and unpublished studies by the research group I belong to showed that
pesticides bitertanol and fembutatin oxide promoted lipid accumulation in 3T3-L1
preadipocytes and that fembutatin oxide activated PPARy. Considering the intensive use of
pesticides in Brazil and the few studies related to their endocrine disrupting effects, the present
study aimed to investigate other mechanisms associated with their adipogenic effects and
evaluate their effects on other nuclear receptors. The evaluate the effect of pesticides on the
transcriptional activity of the GRa, PPARo, PPARPB/S, TRa, TR, and PXR nuclear receptors,
was performed a transfection and luciferase reporter assay. HelL a cells were co-transfected with
plasmids containing the complementary DNA of the nuclear receptor and the plasmids
containing their respective responsive elements fused to the luciferase gene reporter and treated
for 24 hours with DMSO, known agonists of the nuclear receptors in study or increasing
concentrations of the pesticides bitertanol and fembutatin oxide. This assay was also performed
to observe if cysteine 285, located in the LBD of PPARY, is essential for activating this receptor
by fembutatin oxide. Since both bitertanol and fembutatina oxide induced lipid accumulation
in 3T3-L1 cells, it was evaluated whether this effect was PPARY dependent. Therefore, 3T3-
L1 cells were treated for 15 days, in the presence or absence of the antagonist the PPARy
T0070907, with vehicle (DMSO), rosiglitazone, or concentrations of the pesticides that
promoted lipid accumulation. In the transfection and gene reporter assay, bitertanol and
fembutatin oxide did not show agonist activity on the evaluated receptors. In the assay using
PPARY with the C285S mutation, it was observed that the substitution of cysteine for serine
abolished transcriptional activity, suggesting that this amino acid is essential for the agonistic
effect of fenbutatin oxide on PPARY. In the differentiation assay, the presence of the antagonist,
T0070907, significantly reduced the lipid accumulation induced by both pesticides indicating
that this effect occurs via PPARy. The results of this research contribute to a better

understanding of pesticides' impacts on human and other animal health. Additionally, they can



support government decisions regarding these compounds’ use and encourage the search for
efficient assets with less negative impacts. However, further studies are needed to elucidate

their mechanisms of action better.

Keywords: Pesticides; endocrine disruptors; adipogenesis.
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1 INTRODUCAO

Nos Gltimos anos, tém-se observado um aumento no interesse cientifico por um grupo
desubstancias quimicas presentes no meio ambiente, capazes de interferir no sistema endocrino
de humanos e outros animais. Essas substancias sdo denominadas desreguladores enddcrinos
(DEs) ().

Os DEs séo definidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), como substancias
guimicas exdgenas ou mistura de substancias quimicas presentes no ambiente, que sao capazes
de interferir no sistema enddécrino e causar efeitos adversos a salde de um organismo, sua
descendéncia ou subpopulacdo (2). Segundo a Unido Europeia (UE), os desreguladores
enddcrinos podem agir diretamente em um drgdo enddcrino, alterando sua funcdo, pode
interagir com receptores hormonais ou ainda, alterar o metabolismo de um determinado
horménio (3).

Os DEs constituem um problema global e a exposicdo a eles pode ocorrer de diversas
formas, seja pelo consumo dealimentos e &gua, por inalacdo e transferéncia placentaria. Alguns
exemplos de produtos que podem conter substancias com efeito desregulador enddcrino séo 0s
agrotoxicos, produtos de higiene pessoal como shampoos e condicionadores, recipientes
plasticos e bicos de mamadeira. Esses artigos possuem em sua composicéo, além de substancias
com acdo desreguladora endocrina conhecidas como os ftalatos, bisfenol A, fenol, chumbo,
dezenas de outras com efeitos ainda néo investigados (4).

Estudos comprovam a ligagdo entre a exposicdo aos desreguladores enddcrinos e a
manifestacGes de doengas como a obesidade, diabetes e até mesmo cancer (5).

O Brasil € um dos maiores consumidores mundiais de agrotoxicos. Muitos sdo 0s danos
asaude relacionados a exposicao a essas substancias. A exposicdo agudapode causar problemas
com irritacdo dos olhos e da pele, cefaleia, tontura e nauseas, enquanto a exposicao cronica esta
relacionada a doengas como asma, diabetes e cancer (6).

Estudos recentes evidenciam que alguns agrotoxicos podem atuar como desreguladores
enddcrinos com efeito obesogénico. Substancias com essa propriedade foram denominadas, em
2006, pelos pesquisadores Blumberg e Grun, como obesogénicos ambientais e definidos como
produtos quimicos, naturais ou sintéticos, que promovem a obesidade, seja aumentando o
numero de adipdcitos ou o armazenamento de gordura em células ja existentes (7,8).

A obesidade é uma doenca com etiologia multifatorial (9), que pode ser definida como
0 acmulo anormal ou excessivo de gordura corporal, que apresenta risco para a saude (10). A
obesidade € considerada um grande problema de saude publica, pois € um importante fator de

risco para o desenvolvimento de uma série de outras doengas como o diabetes tipo 2, doencas
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cardiovasculares e osteoarticulares (11). Estudos recentes mostraram ainda, que ela é um fator
de risco para complicacbes relacionadas a infec¢do pelo SARS-CoV2, agente etiolégico da
COVID-19 (coronavirus disease 2019), uma das principais preocupacdes globais daatualidade.
Esses estudos evidenciaram que pacientes obesos apresentam maior risco de necessitar de
hospitalizacao e apresentar como desfecho clinico, o 6bito (12).

Segundo os dados mais recentes divulgados pela Federacdo Mundial de Obesidade, em
2020, mais de 2 bilhdes de adultos estavam com sobrepeso, dos quais 650 milhGes eram
considerados obesos (13). De acordo com a Associacdo Brasileira para o Estudo da Obesidade
e da Sindrome Metabodlica (ABESO), em 2019 a obesidade acometia 19,8% da populacao
brasileira (14).

Um dos mecanismos conhecidos de acimulo lipidico induzido pelos DEs é a ativacédo
do receptor ativado por proliferadores peroxissomais gama (PPARYy) (15). O PPARYy é membro
dasuperfamilia de receptores nucleares (16,17), sendo predominantemente expresso no tecido
adiposo e considerado um regulador chave da adipogénese (18,19). Uma vez ativado por um
ligante, ele forma um heterodimero com outro receptor nuclear, o receptor retindide X alfa
(RXRa) e se liga a sequéncias especificas do DNA presentes na regido promotora dos seus
genes alvo, regulando a sua expressao (20-22).

Entre os desreguladores enddcrinos identificados até o momento que ativam o PPARY,
estdo o tributilestanho (TBT) e o dibutilestanho (DBT), utilizados como estabilizadores na
fabricacdo dopolicloreto de polivinila (PVC) (23,24), os ftalatos, adicionados aos plasticos para
conferir maleabilidade (25) e os analogos halogenados do bisfenol A, utilizados na fabricacéo
de plasticos como os de mamadeira e revestimentos para latas de alimentos (26).

Resultados prévios do grupo de pesquisa do qual fago parte, mostraram que alguns
agrotoxicos, incluindo o bitertanol e o 6xido de fembutatina, sdo capazes de induzir acimulo
lipidico em células 3T3-L1 e que o 6xido de fembutatina ¢ agonista parcial do PPARY.

Considerando esses resultados, o presente estudo teve como objetivo investigar outros
mecanismos que possam estar envolvidos no efeito adipogénico dessas substancias, bem como

avaliar seus possiveis efeitos sobre outros receptores nucleares.
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2 REVISAODALITERATURA

2.1 DESREGULADORESENDOCRINOS

Estudos evidenciam que substancias presentes no meio ambiente podem interferir no
sistema endocrino de seres humanos e outros animais, afetando diretamente a saude,
crescimento e a reprodugédo (27,28). Elas foram denominadas pela OMS em 2002 como
desreguladores enddcrinos (DEs) e definidas como substancias naturais ou sintéticas, que
alteram a funcéo do sistema enddcrino e causam efeitos adversos & saide de um organismo e
também de seus descendentes (2).

Um dos mecanismos mais bem estudados de atuagdo dos desreguladores endécrinos é a
ligacdo aos receptores nucleares. Devido a semelhanca entre a estrutura quimica desses
compostos e a dos hormoénios naturais, eles podem interferir em diferentes processos
fisioldgicos, alterando a funcéo celular e desencadeando respostas adversas (28-31).

Compostos naturais ou sintéticos podem atuar como DEs. Estrogénios naturais,
genisteina, estrona e estriol sdo exemplos de substancias naturais capazes de desregular o
sistema endocrino. Como exemplos de compostos sintéticos, podem ser citados os utilizados na
fabricacdo de plasticos, como o bisfenol A (BPA) e os ftalatos, chumbo, cddmio e produtos
utilizados na fabricacdo de produtos como tinta para cabelos, protetor solar e produtos de
limpeza. Estudos recentes apontam, que compostos utilizados na agricultura, como os
agrotoxicos atrazina, clozolinato, iprodiona e vinclozolina, também possuem capacidade de
desregular o sistema enddcrino (28-30,32).

A exposicdo de humanos e outros animais aos DEs pode ocorrer por diversas formas,
seja pelo contato direto ou de forma indireta, através da ingestdo de alimentos ou &gua
contaminados, contato com produtos industriais como embalagens plasticas ou produtos de
beleza e higiene pessoal como esmalte, shampoo, protetor solar ou ainda por transferéncia da
mae para a prole, por via placentaria ou amamentacéo (33).

A exposicdo aos desreguladores endécrinos pode provocar maleficios a saide como
cancer e obesidade (4,34,35).

2.2 OBESOGENICOS AMBIENTAIS
Obesogénicos ambientais sdo moléculas (naturais, farmacéuticas ou xenobidticas) que
regulam negativamente o metabolismo lipidico, promovendo adipogénese e obesidade, seja
provocando aumento no nameros de adipdcitos ou no armazenamento de gordura em células ja
existentes (8,36).
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A OMS define obesidade como acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal, que
apresenta risco a saude (11). Segundo dados da OMS, em 2019, mais de 1,9 bilhdes de adultos
estavam com sobrepeso e 650 milhdes obesos, correspondendo a 13% da populacdo mundial.
No mesmo periodo, 61,7% dos brasileiros estavam com sobrepeso e 26,8% eram obesos
(11,37).

Estudos tém mostrado que além dos fatores ja conhecidos como dieta, sedentarismo e
genética, 0s obesogénicos ambientais podem estar envolvidos no desenvolvimento da
obesidade. A partir do estudo de Paula Baillie-Hamilton (2002), relacionando o aumento da
producéo de quimicos organicos e a porcentagem de adultoscom sobrepeso nos Estados Unidos
de 1930 a 1990, vérios estudos tém sido realizados, tanto em animais quanto em humanos (38).

Ha alguns trabalhos mostrando os efeitos dos DEs sobre a adipogénese. O estudo
conduzido por Masuno e colaboradores (2005), mostrou que o BPA acelerou a converséo de
fibroblastos 3T3-L1 em adipdcitos. Corroborando com esses achados, Alonso e colaboradores
(2010) relataram que camundongos fémeas tratadoscom BPA durante a gestacéo, apresentaram
diminuicdo da tolerancia a glicose, além de aumento nas concentra¢fes séricas de insulina,
leptina e triglicerideos (39,40).

Estudos recentes tém mostrado que agrotoxicos também podem atuar como
obesogénicos ambientais. Entretanto, os mecanismos de a¢do desses compostos ainda nao estdo
bem elucidados.

Resultados ainda ndo publicados do grupo de pesquisa do qual faco parte, mostraram
gue os agrotoxicos abamectina, ametrina, bitertanol, carbosulfano e 6xido de fembutatina,
induziram acumulo lipidico em células 3T3-L1. Além disso, o carbosulfano e o déxido de
fembutatina promoveram aumento da atividade transcricional do PPARy em ensaios de
transfeccao e gene repdrter, sugerindo que essas substancias podem atuar como obesogénicos
ambientais (41-43).

23  AGROTOXICOS
De acordo com a Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo
Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, agrotoxicos sdo produtos e agentes de processos
fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso em setores de produ¢do, armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, protecdo de florestas nativas ou implantadas,
como também ecossistemas, ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las daacéo danosa de seres vivos

considerados nocivos (44).
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A adocéo dos termos agrotoxicos, pesticidas, biocidas, defensivos agricolas e produtos
fitossanitarios tém sido causa de discussfes frequentes ha anos. Contudo, de acordo com 0
Decreto n° 6.913, de 23 de julho de 2009, o termo produto fitossanitario se refere aos
agrotoxicos ou afins, contendo exclusivamente substancias permitidas, em regulamento
préprio, para uso naagricultura organica, de modo que para os demais produtos, a denominacgéo
oficial continua sendo agrotoxico (45).

O uso dosagrotoxicos se intensificou com a Revolugdo Verde, modelo agricola baseado
no uso intensivo de agrotoxicos e fertilizantes sintéticos com a finalidade de controlar doengas
e aumentar a produtividade. Essa revolucdo teve inicio nos Estados Unidos e na Europa, na
décadade 50 e chegou a paises em desenvolvimento como o Brasil entre 1960 e 1970 (46). Em
decorréncia desse processo, atualmente, nosso pais € um dos maiores consumidores mundiais
de agrotoxicos (47).

Atualmente, no Brasil, o registro de um agrotéxico depende da avaliacdo de trés 6rgdos
dogoverno federal, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (45). Cada 6rgéo € responsavel por um tipo de
avaliacdo dos pleitos de registros. A classificacdo toxicoldgica é realizada pela ANVISA, o
MAPA é responsavel pela avaliacdo da eficacia agrondmica e a periculosidade ambiental é de
responsabilidade do IBAMA (48).

No site do MAPA, ha 2.854 agrotoxicos registrados, sendo que somente no ano de 2021,
houve 364 novos registros (49). De acordocom dadosdo IBAMA divulgadosem 2020, o Brasil
comprou 685.745,68 toneladas de ingredientes ativos, um aumento de 10,51% em relacdo ao
ano anterior (50). De acordo com dados divulgados pela Campanha Permanente Contra os
Agrotoxicos e Pela VVidaem parceria com a Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (Abrasco)
divulgados em 2016, cada brasileiro tem ingerido cerca de 7,6 litros de agrotdxico ao ano (51).

A Lein®7.802,de 11 dejulho de 1989, de Agrotdxicos e Afins, estabelece que no Brasil
é proibido o registro de agrotdxico para 0s quais ndo exista antidoto ou tratamento eficaz no
pais ou que possua caracteristicas teratogénicas, carcinogénicas ou mutagénicas (44). Contudo,
ao menos 37 agrotoxicos registrados no Brasil sdo proibidos na Unido Europeia e nos Estados
Unidosdevidoa toxicidade. Entre esses compostos estdo a atrazina, proibida na Unido Europeia
pela associagcdo com adoenca de Parkinson e cancer e o glifosato, classificado pela OMS como
potencialmente carcinogénico (52).

Os agrotoxicos podem ser classificados, de acordo com suas propriedades bioldgicas

em fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas, moluscidas, rodenticidas, formicidas,
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acaricidas e reguladores e inibidores de crescimento. Segundo o ultimo relatério do IBAMA,
em 2020, foram comercializadas 685.745,68 toneladas de produtos formulados no Brasil, sendo
que os herbicidas representavam 60% desse total, os fungicidas 15% e os inseticidas 11% (50).

Em 2019, a Anvisa realizou a reclassificacdo toxicolédgica dos agrotoxicos autorizados
no pais e o Brasil passou a adotar os padrBes do Sistema de Classificacdo Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (Globally Harmozed System
of Classification and Llabelling of Chemicals — GHS), ja adotado pelos paises da Unido
Europeia, Estados Unidos e da Asia (53).

O GHS ampliou de quatro para cinco as categorias da classificacdo toxicoldgica dos
agrotoxicos, além de incluir o item “ndo classificado”, valido para produtos considerados de
baixissimo potencial de dano (Figura 1).

A classificacdo dos agrotoxicos € identificada nos rotulos por meio de faixas coloridas.
A categoria 1, produtos extremamente toxicos e a categoria 2, produtos altamente toxicos
recebem faixa vermelha, a categoria 3, produtos moderadamente tdoxicos recebem faixa
amarela, a categoria 4, produtos pouco toxicos recebem faixa azul, categoria 5, produtos
improvaveis de causar dano agudo recebem faixa azul, e os produtos néo classificados recebem

faixa verde (53).

CATEGORIA L CATEGORIA 2 CATEGORIA S CATEGORIA4 | CATEGORIAS NAD
CLASSIFIC AT
EXTREAMAMENTE ALTAMENTE AMODE RAMENTE POLCH IMPROVAVEL MAD
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DAND AGUTN
PICTOGRAMA Sem ambolo Sem ambala
FALAVRA DE PERIGD PERIGO PERIGO CUMADD CUDADOD Sem ndveriincia
AINERTENCLA
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Oral Fatal se imgeaida Faal s angendo Taxico s ingeido Nacive i ispenida M Ser pengoss
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Figura 1. Modelo de classificagéo toxicoldgica dos agrotoxicos. Modelo classifica¢cdo adotado pela Anvisa
apresentando5 categorias de classificagédo das substancias, bem como pictogramas, palavrade adverténcia, classe
de perigo e cor da faixa, que esté relacionada ao nivel de toxicidade. Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento.

A exposi¢do aos agrotdxicos traz impactos a satde da populacdo em geral, sendo muitas

vezes, fatal. A exposicdo pode ocorrer por ingestdo, aspiracdo e/ou contato com a pele e 0s
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efeitos dependemdotipo, quantidade de produto absorvido e dotempo de exposi¢cdo. Deacordo
com o tempo e a intensidade da exposicao, a intoxicagdo provocada pode ser classificada como
agudaou croénica (54).

A intoxicagdo aguda ocorre de forma leve, moderada ou grave, dependendo da
quantidade de agrotoxico absorvida, do tempo de absorcdo e da toxicidade do produto. Os
sintomas podem incluir cefaleia intensa, irritacdo na pele, desidratacdo, alergias, coriza,
nauseas, vomitos, diarreia, célicas abdominais, tontura intensa, fraqueza generalizada, dispneia,
hipotensdo, arritmias cardiacas, insuficiéncia respiratoria, convulsfes tremores e irritabilidade
(55).

A intoxicacdo crbnica se manifesta ap0s repetidas exposi¢des, na forma de doencas que
atingem diferentes 6rgdos e sistemas como o figado, rins, tireoide, além de estar relacionada a
aborto, malformacges, impoténcia sexual, problemas respirat6rios graves e cancer (56).

Estudos mostram que 0s agrotoxicos, assim como outros desreguladores enddcrinos
conhecidos, possuem a capacidade de interferir na atividade transcricional de receptores
nucleares. Kojima e colaboradores (2006) conduziram um estudo no qual avaliaram os efeitos
de 200 agrotoxicos sobre seis tipos receptores nucleares, por meio de ensaios de transfeccao e
gene reporter. Do total de compostos estudados, 47 apresentaram atividade agonista sobre o
ERao, 33 sobre o ERp, 3 sobre o PPARa e 106 sobre o PXR (57).

Trabalhos do grupo de pesquisa do qual faco parte, evidenciam que alguns agrotoxicos
possuem efeito adipogénico. O trabalho de conclusdo de curso de Bittencourt (2021),
demonstrou que o bitertanol promoveu acimulo lipidico em células 3T3-L1 ap06s 14 dias de
tratamento (43). De forma semelhante, Rodrigues (2019), evidenciou o efeito adipogénico do
oxido defembutatina e daametrina em células 3T3-L1 expostas a essas substancias por 14 dias,
além de mostrar que o 6xido de fembutatinapromoveu ativacdo do PPARYy (42). Araujo (2019),
estudou o efeito adipogénico dos agrotoxicos abamectina e carbosulfano e demostrou que
ambos promoveram acumulo lipidico em células 3T3-L1 e que o carbosulfano aumentou a
atividade transcricional do PPARYy (41).

24 BITERTANOL
O bitertanol é um fungicida pertencente ao grupo quimico dos triazdis e possui nome
quimico  3,3-Dimethyl-1-(4-phenylphenoxy)-1-(1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol.  Tem como
formula molecular C20H23N302, peso molecular 337,42 g/mol e se apresenta como um pé

cristalino branco a amarelo fraco (58).
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Figura 2. Férmula Estrutural do Bitertanol. Fonte: Merck KgaA.

O bitertanol tem seu uso proibido na Unido Europeia desde 2017, ap6s a Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos retirar sua aprovagéo pela auséncia de informagoes
sobre essa substancia ativa (59). No Brasil, o bitertanol teve sua monografia excluida em 18 de
junho de 2019, pela auséncia de produtos registrados com essa substancia no pais (60).

Sua classificacdo toxicoldgica, de acordo com as normas do GHS, é classe llI,
moderadamente toxico. Em paises onde seu uso € autorizado, ele é utilizado em culturas de
amendoim, feijdo, gladiolo, maga e meldo (60).

Na literatura, existem alguns estudos com fungicidas do grupo dos triazois, mostrando
que eles podem atuar como desreguladores endécrinos. No estudodo Kjaerstad e colaboradores
(2010), foi evidenciado que em células humanas MCF-7 BUS, o epoxiconazol interfere na
producdo de horménios masculinos e femininos (61). Taxvig e colaboradores (2007),
realizaram um estudo para investigar os fungicidas tebuconazol e epoxiconazol, quanto aos
efeitos toxicos reprodutivos. Nesse estudo, foi demonstrado que a prole masculina de ratas
expostas ao tebuconazol durante a gestacdo e lactacdo, apresentou caracteristicas femininas
(62).

Um estudo que investigou, em cultura de células, os efeitos do bitertanol sobre a
atividade do receptor de andrégeno, por meio do ensaio de transfeccdo e gene repdrter,
constatou que esse composto pode causar desequilibrio hormonal, seja por inibicdo da
conversdo datestosterona pela CYP3A4 ou pela interferéncia no seu receptor (63).

Até o momento, ndo ha estudos sobre a acdo do bitertanol sobre os receptores GR,
(PPARa, PPARB/S, TRa, TRB e PXR.

2.5 OXIDO DE FEMBUTATINA
O oxido de fembutatina € um acaricida, pertence ao grupo quimico dos organoestanicos
e possui nome quimico tris(2-metil-2-fenilpropil)-tris(2-metil-2-fenilpropil)estaniloxistanano.
Tem como formula molecular C60H780Sn2, peso molecular 1052,703 g/mol e se apresenta

como um po cristalino branco com odor suave (64).
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Figura 3. Formula Estrutural do Oxido de Fembutatina. Fonte: Merck KgaA

O oxido de fembutatina é classificado, de acordo com as normas do GHS, como classe
| ou seja, extremamente toxico. Ele é utilizado via aplicacdo foliar em culturas de citros como
laranja, liméo, tangerina e toranja, com intervalo de seguranca de 14 dias entre uma aplicacdo
e outra. Sua ingestédo diaria aceitavel é de 0,03 mg/kg (56).

O oxido de fembutatina tem seu uso autorizado no Brasil (56), mas na Unido Europeia
ndo é aprovado para uso desde 2011, apds a publicacdo de estudos que mostraram seu potencial
genotoxico e risco ao meio ambiente (59).

Existem varios estudos sobre o grupo dos organoestanicos, ao qual o ¢xido de
fembutatina pertence, mostrando sua capacidade de interferir no funcionamento do sistema
enddcrino. Em 2006, um grupo de pesquisa mostrou que o 6xido de fembutatina promoveu
alteracdo espermatogénica, além de diminuir os niveis de testosterona e aumentar os niveis de
FSH (hormdnio foliculo-estimulante) e LH (hormdnio luteinizante) de camundongos Swiss
(65).

Além disso, o estudo realizado por Sharan e colaboradores (2014), demonstrou que a
exposi¢do ao tributilestanho diminui a atividade dos TRa e TR, em células HepG2 (66).

Até o momento, ndo ha estudossobre a acdo do 6xido de fembutatina sobre os receptores
GR, PPARa, PPARP/S, TRa, TRB ¢ PXR.

2.6 RECEPTORES NUCLEARES
Os receptores nucleares (RN) compreendem uma superfamilia de receptores proteicos,
que desempenham papéis importantes na diferenciacéo e regulacdo celular, no metabolismo e
na reproducdo, uma vez que fornecem ligacdo direta entre as moléculas de sinalizacdo e as

respostas transcricionais (67).
Todos os RNs compartilham a mesma organizacgdo estrutural, formada por diferentes
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regides. De forma geral, eles séo compostos por uma por¢do amino terminal (A/B), um dominio
C, central, deinteracdo com o DNA (DNA binding domain— DBD), uma regido D, denominada
dobradica (hinge) e uma regido (E), que possui o dominio de ligacdo ao ligante (ligand binding
domain — LBD). Alguns RNs possuem ainda, um dominio (F), situado na regido
carboxiterminal, porém sua fungéo ainda é desconhecida (15, 26). A Figura 4 ilustra a estrutura

geral dos receptores nucleares.

LBD/AF-2

Ligante

C ou DBD AF2
[ aF IZnIZnL[_b —
D

AB o LBD F

AF-1 1 = ,
h |

DED

Figura 4. Estrutura geral dos receptores nucleares.(A) A maioria dosmembrosda superfamilia dos receptores
nucleares possui estrutura composta por um dominio amino terminal A/B, que possui a fun¢do de ativacdo 1
(Activation Function1-AF1),uma regido central, C oudominio de ligagdo ao DNA, formado porduasestruturas
dominadas dedos de zinco, uma regido carboxiterminal, E ou dominio de ligacdo do ligante (Ligand Binding
Domain —LBD), que possuia funcdo deativagdo 2 (Activation Function 2 - AF2) e uma regido D ou dobradica,
que conecta o DBD e o LBD. Alguns receptores nucleares possuem ainda um dominio F. (B) Esquema mostrando
os dominios LBD E DBD. Adaptadode: ChoiJ-M, ALM. The Nuclear Receptor PPARs as ImportantRegulators
of T-Cell Functions and Autoimmune Diseases. Molecules and Cells. p.217-222,2012.

O dominio amino terminal (A/B) € o dominio mais versatil em comprimento e sequéncia
entre 0os RNs, podendo ter de 50 até mais de 500 aminoécidos (16). Sabe-se ainda que essa
regido possui a0 menos um dominio de transativacdo independente de ligante, denominado
funcdo de ativacdo 1 (Activation Function 1- AF-1) e véarios dominios de transativagéo
auténomos (16,68,69).

O DBD (C) é um dominio pequeno, contendo aproximadamente 70 residuos de
aminoacidos, sendo 0 mais conservado entre os dominios dos RNs. Essa regido possui dois
segmentos estruturais conhecidos como “dedos de zinco”, duas o hélices e uma extensao
carboxila. Em cada dedo de zinco existem quatro residuos de cisteina que se ligam a uma
molécula de zinco, permitindo a sua interacdo com o DNA. Uma de suas funcdes € identificar

e viabilizar a ligacdo do receptor a regides especificas do DNA localizadas nos promotores de
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seus genes alvo, podendo também regular a capacidade de interagcdo do receptor com outros
membros da superfamilia (67-71).

Na base do primeiro dedo de zinco encontra-se a chamada “P Box”, regido constituida
por trés aminoacidos responsaveis pelo reconhecimento dos elementos responsivos especificos
para cada receptor. Na base do segundo dedo de zinco, entre a primeira e segunda cisteinas,
encontra-se uma sequéncia de cinco aminoacidos que formam a “D Box”, regido fundamental
para a dimerizagcdo do receptor. Os termos “P Box” ¢ “D box” sdo referéncias as posi¢coes
proximal e distal em que essas regides estéo localizadas (67,68,72,73).

A regido menos conservada entre 0s RNs é o dominio D, que conecta os dominios DBD
e LBD. Esse dominio é altamente flexivel, age como uma dobradica, conferindo versatilidade
estrutural ao receptor, possibilitando sua dimerizacdo com outros receptores nucleares e
simultaneamente, a ligagdo ao DNA, além de possuir o sinal de localizagdo nuclear (NSL)
(67,73,74).

O LBD encontra-se na regido carboxi-terminal ou dominio E, possui estrutura
secundéria formada por 12 a hélices, sendo a mais conservada entre os dominios dos RNs (74).
Esse dominio é responsavel pela interacdo do receptor com ligantes e com proteinas
correguladoras, incluindo co-ativadores e correpressores transcricionais e pela homo e/ou
heterodimerizacdo entre os receptores (16). Além disso, o LBD é responsavel pela Funcéo de
Ativacdo 2 (Activation Function 2 - AF-2), uma interface de dimerizacdo forte (74). Os
compostos agonistas e antagonistas agem nesse dominio, ativando ou bloqueando a transcricao
génica (75,76).

Alguns RNspossuem ainda, na extremidade C-terminal, um dominio F. Existem poucos

estudos sobre esse dominio, de modo que suas fungdes sdo pouco conhecidas (74,75).

2.7 CLASSIFICACAODOS RECEPTORES NUCLEARES

Foram identificados, até o0 momento, 48 genes em humanos que codificam diferente
receptores nucleares, como 0s receptores para moléculas hidrofébicas, incluindo os horménios
esteroides como 0s estrogénios, a progesterona e 0s androgénios e outras como a vitaminas D3,
0 &cido retindico e os acidos graxos (77).

Considerando a natureza dos seus ligantes e suas potenciais funcdes fisiologicas, 0s
receptores nucleares podem ser classificados em trés classes, os receptores endocrinos, 0s
receptores Orfdos adotados, classe na qual estdo incluidos os receptores o6rfdos adotados

“enigmaticos” e os receptores orfaos verdadeiros (16) (Figura 5).
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Figura 5. Classificacao dos receptores nucleares. A superfamilia dos receptores nucleares pode ser dividida
em trés classes, de acordo com a natureza dos seus ligantes e suas funcdes fisiologicas, os receptores enddcrinos,
0s receptores drfaosadotados e os receptores 6rfaos.

Osmembros da classe dos receptores enddcrinos possuem alta afinidade por horménios
lipossolUveis e vitaminas e sdo essenciais para o controle homeostatico do sistema enddcrino.
Esta classe inclui os receptores para horménios esteroides, Receptor de Estrogeno (Estrogen
Receptor - ER), Receptor de Glicocorticoide (Glucocorticoid Receptor — GR), Receptor de
Progesterona (Progesterone Receptor - PR), Receptor de Acido Retindico (Retinoic Acid
Receptor -RAR) e o Receptor de Vitamina D (Vitamin D Receptor -VDR). Os receptores
esteroides atuam como homodimeros e 0 VDR e 0 RAR formam heterodimeros com o Receptor
de Retindide X (Retinoid X Receptor - RXR) (20).

A segunda classe € formada pelos receptores orfdos adotados, que recebem esse nome,
por ndo possuirem, na ocasido da sua identificacdo, ligantes naturais conhecidos, sendo,
portanto, considerados “orfaos”. Com a identificacdo de tais moléculas, eles passaram a ser
denominados “adotados”. Em 1990, o RXR foi descrito como integrante desse grupo e
posteriormente, foi identificado um derivado da vitamina A, o acido 9-cis retindico, como um
ligante de alta afinidade por esse receptor. Essa identificacdo representou a primeira adogéo de
um receptor nuclear 6rfao, dando inicio a era da “endocrinologia reversa”, onde um receptor ¢
usado para identificar seu ligante natural (16,78). A classe dos receptores 6rfdos adotados
abrange receptores com baixa afinidade para lipidios dietéticos e xenobidticos, que funcionam

como heterodimeros com 0 RXR, tais como o Receptor Pregnano X (Pregnane X Receptor -
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PXR) e os Receptores Ativados por Proliferados Peroxissomais (Peroxisome Proliferator-
Activated receptor - PPAR) (16).

Também pertencem a classe dos receptores oOrfdos adotados, os receptores 6rfaos
adotados enigmatico, para quais os ligantes foram identificados, porém a natureza da regulagéo
dependente do ligante ndo foi totalmente estabelecida (16). Estéo inclusos nesse grupo, o Fator
Esteroidogénico 1 (Steroidgenic Factor 1 -SF1), Receptor Androstano Constitutivo
(Constitutive Androstane — CAR), Receptor Orfao Relacionado ao Retinoide (Retinoid-Related
Orphan Receptor — ROR) e o Fator Nuclear Hepatocitario 4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4 —
HNF4) (16).

A terceira classe é composta pelos “verdadeiros receptores 6rfdos”, cujo ligantes
(naturais ou sintéticos), ndo foram identificados até o0 momento. Pertencem a esta classe
receptores que, possivelmente, ndo sdo regulados por ligantes, mas pela disponibilidade de
proteinas co-ativadoras, pela propria expressdéo do receptor ou por alguma modificagdo
covalente (16).

2.8 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS
(PPARS)

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) sdo fatores de
transcricdo regulados por ligantes lipofilicos. Eles estdo relacionados ao metabolismo
glicolipidico e com o controle de processos inflamatérios e infecciosos (79). As acdes dos
PPARs sdo mediadas por trés subtipos de receptores, expressos em diferentes tecidos e em
momentos distintos do desenvolvimento. Séo eles o0 PPARa (NR1C1), o PPARP (também
denominado PPARS) (NR1C2) e o PPARy (NR1C3) (79). Em relacdo ao tamanho dos
receptores, 0 PPARaapresenta 468 residuos de aminoacidos em sua estrutura, o PPARP/S, 441,
¢ 0 PPARY possui 479 residuos de aminoacidos (77).

O nome receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) é derivado do
PPARGo, primeiro receptor PPAR descrito. Na década de 90, ele foi inicialmente identificado
em roedores, como alvo molecular dos fibratos, que sdo drogas hipolipemiantes e de outros

compostos que induzem a proliferacdo de peroxissomas em roedores (80).

2.9 PPARa
O PPARa desempenha papel fundamental no metabolismo lipidico. Ele é expresso
principalmente em tecidos envolvidos na oxidagéo de acidos graxos como o hepatico, cardiaco,

muscular esquelético, adiposo marrom e renal, embora também seja encontrado em outros
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locais, incluindo intestino, musculo liso e células que participam da resposta imunitaria (81). O
PPARa funciona como um sensor nutricional que permite a adaptagdo das taxas de catabolismo
dos acidos graxos, lipogénese e sintese de cetonas em reposta a alimentacéo e ao jejum (82).

O PPARa regula a expressdo de enzimas catabdlicas, proteinas de transportes e
estruturais envolvidos na B-oxidacao e transporte de acidos graxos (23). Também exerce efeitos
anti-inflamatorios e previne os efeitos pro-aterogénicos do acumulo de colesterol em
macrdfagos (83). Em roedores, sua ativacdo esta associada a reducdo da esteatose, inflamacéo
e fibrose hepéticas (84). Em humanos com esteatose hepatica, a expressio do PPARa é
reduzida, aumentando com mudancas no estilo de vida ou cirurgia bariatrica, 0 que é
acompanhado de melhora no aspecto histolégico do figado (85). Sua expressao é regulada por
hormdnios de crescimento, insulina, estresse e outras condicdes fisioldgicas como o jejum
prolongado (86).

Os ligantes naturais do PPARa sdo lipideos enddgenos e exogenos (87). Dentre os
ligantes sintéticos estdo os fibratos, uma classe de medicamentos utilizada para reduzir os niveis
séricos de triglicerideos (86,88). Ap6s a descoberta da sua ativagdo pelos fibratos, foram
identificad os agonistas naturais que se ligam com baixa afinidade ao PPARa, tais como acidos
graxos saturados e insaturados, incluindo o acido palmitico, estearico, oleico e araquid6nico
(89).

Apesar do PPARa estar presente no tecido adiposo branco, mesmo que em menor
quantidade quando comparado ao PPARY, estudos evidenciam que ele pode influenciar na
fungdo do tecido adiposo. Costet e colaboradores (1998) mostraram que camundongos
deficientes em PPARa ganham mais massa adiposa em comparacdo a animais selvagens. No
estudo conduzido por eles, os camundongos receberam dieta com 4,5% de lipideos e ao final
de 240 dias, os animais deficientes em PPARa apresentaram mais gordura corporal do que 0s
animais selvagens, sendo cerca de 40% para fémeas e 18,6% para machos quando comprados

aos animais controle (90).

2.10 PPARp/

O PPARP/S ¢ o isotipo menos descrito entre os PPARs. Ele é encontrado em todo
organismo, com importante expressdo no musculo esquelético, tecido adiposo, pele e cérebro.
O PPARP/S executa papel de extrema importancia na adaptacdo metabolica de vérios tecidos
aos estimulos ambientais e tem sido implicado em outros processos fisioldgicos, como o
transporte reverso docolesterol. Sua ativacdo especifica eleva os niveis de B-oxidacao de&cidos

graxos. Ele é ativado por acidos graxos de cadeia longa, saturados e insaturados (89,91,92).
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O estudode Oliver e colaboradores (2001), mostrou que em macacos rhesus obesos com
resisténcia a insulina, o tratamento com o agonista de PPARB/6 GW501516, induziu aumento
de HDL e diminuicdo dos triglicerideos, além de diminuicdo nos niveis de LDL e insulina em
jejum (93).

O estudo de Matsusue e colaboradores (2004), sugere que o PPARP/S também possa
estar envolvido na diferenciacdo de adipdcitos. Para investigar o papel especifico do PPARB/S
na diferenciacdo, foram utilizados adipdcitos que ndo expressam PPARP/3. Como resultado,

foi observada reducéo significativa na adipogénese (94).

2.11 PPARy

O PPARy ¢ 0 isotipo mais estudado de PPAR. Foram identificadasduas isoformas deste
receptor, o PPARy1 e 0 PPARYy2. A isoforma PPARY2 é predominantemente expressa no tecido
adiposo (marrom e branco), enquanto a PPARyl tem expressdo relativamente baixa em
diferentes tipos de tecido como o cerebral, adiposo, intestinal e em macréfagos (95). O PPARy
é considerado o regulador chave da adipogénese, além de desempenhar papel importante no
metabolismo energético e homeostase daglicose (91,92,96). Sua participacdo na adipogénese
é tdo necessaria e fundamental, que até mesmo em células ndo comprometidas com a linhagem
adipocitaria, sua expressao ectopica é capaz de induzir a diferenciacdo em adipocitos (19).

O primeiro ligante natural identificado do PPARY foi a 15-deoxi-protagladinalJ2 (15d-
PGJ2), se liga a ele de maneira irreversivel. Outras substancias lipofilicas enddgenas séo
agonistas do PPARY, entre elas 0s acidos graxos polinsaturados e o &cido graxo derivado do
acido nitrolinoléico (97,98). A rosiglitazona, pioglitazona e a troglitazona, que sdo
tiazolidinadionas, atuam como ligantes sintéticos de alta afinidade do PPARy (99-101).

Estudos apontam que o PPARy é alvo de compostos considerados desreguladores
enddcrinos como o tributilestanho (TBT) e o dibutilestanho (DBD) e os ftalatos, utilizados na
fabricacdo de plasticos (24,25)

Um estudo de 2016, mostrou que a adipogénese induzida pelo bisfenol S (BPS) e
bisfenol A (BPA) em pré-adipocitos murinos, ocorre atraves da ativacdo direta do PPARY.
Nesse estudos, ambos induziram diferenciagdo, mas quando o antagonista de PPARy, GW9662,
foi adicionado, houve inibicdo dadiferenciacdo adipogénica (102).

O trabalho de Rodrigues (2019), evidenciou que o 6xido de fembutatina promoveu
ativacdo do PPARY e induziu adipogénese em células 3T3-L1 (42). Resultados semelhantes
foram encontrados por Aradjo (2019), que estudou o efeito adipogénico do agrotdxico

carbosulfano e demostrou que esse composto também é capaz de aumentar a atividade
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transcricional do PPARYy (41).

H& estudos mostrando que a interacdo dos ligantes naturais com o PPARYy, ocorre por
meio da ligacdo covalente com a cisteina 285, localizada na hélice 3 do LBD (Figura 6) e que
a substituicdo dessa cisteina, pode abolir a ativacdo mediada por esses compostos (103-105).
No estudo de Milton e colaboradores (2017), foi demonstrado que a ativacdo do PPARy
promovida pelo dicloreto, dilaurato e maleato de DBT e pelo cloreto de TBT, foi abolida

quando houve a substitui¢do da cisteina por uma serina na posicdo 285 (24).

8-0x0ETE

Figura 6. Estrutura tridimensional do ligante endégeno ligado ao LBD do PPARy. Acido eicosatetraenoico
(8-oxoicosa-5,9,11,14-tetraenoic acid — 8-0xoETE) ligado a cisteina 285 (apontado pela seta). Fonte: Waku T,
Shiraki T, Oyama T, Fujimoto Y, Maebara K, Kamiya N, et al. Structural insight into PPARgamma activation
through covalent modification with endogenous fatty acids. Journal of Molecular Biology. 2009;385(1):188-99.

2.12. RECEPTOR DO HORMONIO TIREOIDIANO (TR)

O receptor do hormdnio tireoidiano (TR) esta expresso sob duas isoformas, 0 TRa e 0
TRB. O TRP que esta presente no figado, rim e cérebro ¢ o TRa é encontrado em quase todos
os tecidos, especialmente no muscular esquelético, adiposo marrom e cerebral (106,107).

O tecido adiposo é um alvo importante para 0 TR, no qual ele afeta o metabolismo e o
desenvolvimento ao regular a proliferacdo e diferenciacdo dos adipocitos. Como os tecidos
adiposos branco e marrom expressam o TRa e TR, eles sdo sensiveis & acdo dos hormdnios
tireoidianos (108-110).

O TR possui como ligantes enddgenos a triiodotironina (T3) e a tiroxina (T4), que
exercem efeitos significativos na homeostase em mamiferos (111). Eles possuem influéncia
sobre diversos processos fisiologicos como consumo de oxigénio, frequéncia cardiaca,
metabolismo lipidico e resisténcia Ossea, além de serem essenciais nas funcdes do sistema
nervoso central criticas para a manutencao do estado mental e humor (112).

Na literatura ha estudos que indicam a importancia dos receptores tireoidianos na
adipogénese. Em 2010, um grupo de pesquisa utilizou células 3T3-L1 com mutagdes nos genes

que expressam 0 TRa e o TRB. Quando essas células mutadas foram tratadas com T3, foi
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observada reducdo na adipogénese. Também se observou uma diferenca na resposta entre as
isoformas. Nas células contendo a mutagdo no TRa, a redugdo na adipogénese foi de 94% e nas

células com a mutag¢do no TR, a reducéo foi 54% (113).

2.12 RECEPTOR DE GLICOCORTICOIDE (GR)

O receptor de glicocorticoide (GR) é expresso principalmente no figado, musculo
esquelético e tecido adiposo, e em praticamente todos os tipos de células, localizando-se
predominantemente no citoplasma celular. Ele é encontrado em duas isoformas, 0 GRa, cuja
ativacdo € depende de ligantes (114,115) e o GRp, que ndo interage com agonistas de
glicocorticoides conhecidos e funciona como um inibidor natural da atividade transcricional
induzida pelo GRa (116,117).

Na auséncia de ligante, 0 GRa encontra-se inativo no citoplasma, estabilizado por um
complexo proteico denominado proteinas do choque térmico (heat shock proteins - HSP). Na
presenca de niveis elevados de glicocorticoides, 0 GRa sofre alteragdes conformacionais e se
transloca para o nucleo, onde se liga aos elementos de resposta aos glicocorticoides (GRES),
regulando a expressdo dos seus genes alvo de forma positiva ou negativa (115).

O GR desempenha papel fundamental na regulacéo de diversos processos fisioldgicos,
incluindo a homeostase eletrolitica, modulacdo do sistema imune, da funcdo cerebral, da
pressdo arterial, aléem de regular a proliferagdo e diferenciacdo celular, incluindo diferenciacdo
de adipaocitos (118).

Estudos evidenciam que um grande nimero de ligantes podem agir como agonistas de
GR, como por exemplo metais, agrotdxicos, retardantes de chama e plastificantes (119).

H& estudos mostrando a acdo de agrotoxicos sobre atividade transcricional do GR. No
estudo de Sargis e colaboradores (2010), o fungicida tililfluanida, estimulou sua atividade

transcricional (120).

2.13 RECEPTOR DE PREGNANOS X (PXR)
O receptor de pregnanos X (PXR) é encontrado com abundancia no figado e intestino,
e com menor expressdo no rim (121). Diferente dos outros receptores nucleares que interagem
seletivamente com seus ligantes, a atividade transcricional desse receptor pode ser modulada
por diversos compostos como antibidticos, antimicéticos, poluentes ambientais, entre outros
(122,123).
O PXR exerce importante funcdo na homeostase metabolica, regulando enzimas do

citocromo P450 e contribuindo para a eliminagdo de endobidticos e xenobioticos. Além disso,
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pesquisas recentes revelam que o PXR pode modular a inflamag&o, o metabolismo da glicose,
a homeostase lipidica e a homeostase energética (123,124).

Zhou e colaboradores (2006), mostraram o que o PXR é capaz de ativar genes que
facilitam a lipogénese. Nesse estudo, camundongos transgénicos que expressam 0 PXR humano
(hPXR), foram tratados com rifampicina, agonista deste receptor e apresentaram aumento do
acumulo de lipidios no figado (125).

Quanto aos agrotoxicos, um estudo de 2018 mostrou, por meio de ensaio de transfeccéo
e gene reporter, que o composto cis-bifentrina possui atividade agonista sobre PXR,. Além
disso, o tratamento com esse agrotdxico estimulou um aumento significativo no acumulo

lipidico em células de hepatocarcinoma humano (HepG2) (126).
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3 OBJETIVOS

31 GERAL
Investigar o efeito adipogénico dos agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina em

cultura de células de mamiferos.

3.2 ESPECIFICOS

Considerando que estudosanteriores do grupo de pesquisa do qual fago parte mostraram
que os agrotdxicos bitertanol e éxido de fembutatina promovem acumulo lipidico em células
3T3-L1, o 6xido de fembutatina ativa o PPARy e nenhum dos dois compostos ativa 0 RXRa,
o0s objetivos especificos deste estudo foram:
o Avaliar, em celulas HeL a, se os agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina ativam o
GRo, PPARa, PPARP/S, TRo, TRB e PXR.
o Investigar, no caso do oxido de fembutatina, agonista de PPARY, se a cisteina 285 é
importante para a ativagdo promovida por este agrotoxico;
o Investigar, em células 3T3-L1, se um antagonista de PPARY ¢ capaz de inibir o acimulo

lipidico induzido pelo bitertanol e 6xido de fembutatina;

33



4 METODOLOGIA

41 REAGENTESE MATERIAIS

As células HelLae 3T3-L1 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As
células HeLa foram utilizadas nos ensaios de transfeccdo e gene repdrter e as células 3T3-L1
foram utilizadas nos ensaios de diferenciacdo de adipdcitos.

Os agrotdxicos bitertanol (nmero do produto 45349-250MG, lote BCBX0123) e 6xido
de fembutatina (nimero do produto 34342-250MG, lote BCBW1776) foram adquiridos da
Merck Brasil.

O dimetilsulféxido (DMSO), utilizado para diluicdo dos compostos e como controle
negativo nos ensaios, foi adquirido da Vetec™.

O 6leo vermelho O, foi adquirido da Merck Brasil.

A rosiglitazona, utilizada como controle positivo nos ensaios de diferenciagéo de
adipdcitos e nos ensaios de transfeccdo e gene reporter, foi obtida da Cayman Chemical.

A dexametasona, agonista de GR, o WY14643, agonista de PPARa, o GW0742,
agonista doPPARP/3, a rifampicina, agonista dePXRe 0 T3, agonista de TRa e TR, utilizados
como controles positivos nos ensaios detransfeccdo e gene reporter, foram adquiridos da Merck
Brasil.

A insulina, utilizada nos ensaios de diferenciacéo, foi adquirida da Merck Brasil.

O meio de cultura DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium), o soro fetal bovino
(SFB) e o soro neonatal bovino (SNB), foram adquiridos junto a empresa Gibco®.

O soro fetal bovino tratado com carvéo ativado foi adquirido da Merck Brasil.

A Lipofectamine® 2000, utilizada no ensaio de transfeccdo e gene reporter, foi adquirida
da Invitrogen.

O Reporter Assay Kit, utilizado no ensaio de transfeccdo e gene reporter, foi adquirido
daPromega.

Os plasmideos GR, LBD-PPARo/DBD-GAL4, LBD-PPARB/DBD-GAL4, LBD-
TRo/DBD-GAL4, LBD-TRB/DBD-GAL4, LBD-PXR/DBD-GAL4 e seus respectivos
elementos responsivos fusionados ao gene reporter da luciferase, foram gentilmente cedidos
pelo Dr. Paul Webb do Methodist Research Institute (Houston, EUA). O plasmideo LBD-
PPARyYC285S/DBD-GALA4, contendo a substituicdo da serina por uma cisteina na posicao 285,
foi gentilmente cedido pela Dra. Flora Aparecida Milton. Todos os plasmideos foram
transformados e purificados no Laboratorio de Farmacologia Molecular da Universidade de
Brasilia.
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Todos os plasmideos, exceto 0 GR sdo quimeras constituidos pelo LBD humano do
respectivo receptor e o0 DBD de levedura (GAL). O uso desses plasmideos é uma estratégia
interessante para a avaliagdo dos efeitos de ligantes sobre a atividade transcricional de
receptores, pois o fator de transcricdo GAL é exclusivo de leveduras e portanto, ndo interage
com receptores endogenos de células de mamiferos. Dessa forma é possivel avaliar o efeito de

compostos sobre o LBD isoladamente.

42  ESCOLHADOS AGROTOXICOS

Para a selecdo dos agrotoxicos utilizados nesse estudo, foram realizadas pesquisas nas
paginas do Ministério da Agricultura do Brasil e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria,
buscando a identificacdo de compostos autorizados para uso no pais. Também foram
estabelecidos como critérios, o emprego em culturas agricolas diversificadas, bem como o
pertencimento a grupos quimicos e classes (herbicidas, acaricidas, fungicidas) distintas,
possibilitando um estudo mais amplo.

Também foi verificado o uso nos EUA e UE e por meio de uma extensa revisdo de
literatura, foi confirmada a inexisténcia de pesquisas cientificas que relacionassem o uso desses
compostos com a adipogénese e possiveis efeitos sobre os receptores nucleares estudados.

Posteriormente, foi verificada a disponibilidade deaquisicdo na forma de principio ativo
em empresas com representantes no Brasil e, entdo, os agrotdxicos bitertanol e 6xido de

fembutatina foram adquiridos.

43 PREPARODOSAGROTOXICOS
Para diluir os agrotdxicos foi utilizado o DMSO, devido a sua capacidade de se
combinar com &cidos nucleicos, lipideos e proteinas, sem alterar sua configuracdo molecular.
A concentracdo estoque foi de 102 M para bitertanol e 10* M para o 6xido de
fembutatina, pois essas foram as maiores concentracfes em que esses compostos foram sollveis
em DMSO.
A partir dasolucédo estoque, foram entéo realizadas diluices seriadas de 10 em 10 vezes,

em DMSO, até a concentragdo 10710 M.

4.4 CULTURA DE CELULAS
Os pré-adipocitos 3T3-L1 e as células HelLa foram cultivadas em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) acrescido de 10% de soro neonatal bovino
(SNB), no caso das 3T3-L1, e no caso das HelLa, 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL
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de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e acondicionadas em incubadora a 37°C e 5% de
COa..

4.5 ENSAIODE TRANSFEC(;AOEGENE REPORTER

O ensaio de transfecgdo e gene reporter permite mensurar a expressdo de um gene de
interesse ou a atividade de um promotor, por meio de sua ligacdo a um gene reporter.

Esse experimento consiste na introducdo, em uma célula eucariota, de vetores contendo
sequéncias que codificam o gene de interesse e um gene reporter. Uma vez que o0 gene repérter
ndo é expresso nesta célula, a proteina codificada é facilmente medida como indicador da
expressdo do gene em estudo.

Um gene reporter amplamente utilizado é o da luciferase de vagalume. A luciferase
catalisa a oxidacdo da luciferina, seu substrato, em um processo no qual a energia quimica é
convertida em energia luminosa, que pode ser mensurada em um luminémetro.

Esse ensaio foi realizado com o intuito de investigar os efeitos dos agrotxicos bitertanol
e 6xido de fembutatina, sobre a atividade transcricional dos receptores nucleares GR, PPARQq,
PPARP/S, TRa, TRP e PXR. Para isso, foram utilizados plasmideos contendo sequéncias que
codificam esses receptores nucleares e seus elementos responsivos fusionados ao gene repérter
da luciferase.

Outro objetivo deste ensaio foi verificar se a cisteina 285, localizada no LBD do PPARYy,
é importante para a ativacdo deste receptor pelo agrotéxico oxido de fembutatina, que se
mostrou seu agonista. Nesse caso, foi utilizado um plasmideo contendoa sequéncia que codifica
0 receptor nuclear quimérico, constituido pelo LBD do PPARy com a mutacdo C285S,
fusionado ao DBD do fator de transcricdo de leveduras GAL4, denominado LBD-
PPARyC285S/DBD-GALA4.

Para o ensaio, foram semeadas cerca de 25.000 células HeLa, por po¢o, em placas de
48 pocos, em meio de cultura DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino, seguida pela
incubacdo a 37°C e 5% de COa.

No dia seguinte, a transfecc¢do foi realizada utilizando o reagente Lipofectamine® 2000
Transfection Reagent, seguindo as instrugdes do fabricante. Foram co-transfectados, por poco,
300ng de DNA plasmidial, sendo 60ng do plasmideo contendo a sequéncia que codifica o
receptor e 240ng doplasmideo que contém seu elemento responsivo fusionadoao gene reporter
da luciferase.

De 4 a6 horas apos a transfeccdo, 0 meio de cultura foi substituido por DMEM acrescido

de 10% de soro fetal bovino tratado com carvao ativado e as células foram tratadascom veiculo
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(DMSO), rosiglitazona 10uM, dexametasona 10uM, WY 14463 100uM, GW0742 100uM,
rifampicina 10uM, T3 0,1uM ou com concentragdes crescentes dos agrotdxicos bitertanol ou
oxido de fembutatina.

Apos 24 horas de tratamento, a atividade da luciferase foi mensurada utilizando o
Reporter Luciferase Assay Kit, de acordo com as recomendac@es do fabricante. Para tal, as
células foram lisadas com 100ul do tampé&o de lise e a cada 10l de lisado de cada pogo, foram
adicionados 20ul de luciferina, substrato da luciferase. A luminescéncia resultante foi
quantificada no luminémetro GloMax® 20/20 Luminometer da Promega®, em unidades
relativas de luz. O célculo da atividade transcricional dos receptores, representado pela
atividade da luciferase, foi feito comparando-se os valores de unidades relativas de luz das
amostras tratadas com os ligantes em estudo aos das amostras tratadas com veiculo.

O teste estatistico utilizado foi a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo pos-teste
de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Todas as analises foram feitas no
programa GraphPad Prism® verséo 6.0c.

Cada experimento foi realizado em triplicada e repetido, no minimo, trés vezes.

46 ENSAIODE DIFERENCIACAODE ADIPOCITOS COM ANTAGONISTA

O ensaio de diferenciacdo de adipdcitos na presenca do antagonista especifico de
PPARYy, foi realizado com o objetivo de avaliar se o acumulo lipidico promovido pelos
agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina nas células 3T3-L1, é dependente da ativacao do
PPARY.

Existem alguns tipos celulares que, quando submetidos a estimulos adequados,
diferenciam-se em adipdcitos. Para este experimento foi utilizado a linhagem celular 3T3-L1,
uma subcepa da linhagem 3T3 do camundongo Swiss, comprometida com a diferenciacao
adipocitaria. Considerando que experimentos prévios realizados pelo grupo de pesquisa do qual
faco parte, mostraram que 0 0s agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sdo capazes se
induzir acimulo lipidico em células 3T3-L1, o presente experimento foi conduzido com o
objetivo de investigar se o antagonista do PPARy T0070907, poderia inferir nesse acumulo.

O protocolo de diferenciacdo utilizado foi adaptado do Manual de manutencédo e
diferenciacdo das células 3T3-L1 daempresa ZenBio (Figura 6).

Nesse ensaio, cerca de 48.000 células 3T3-L1 foram semeadas em cada poc¢o de placa
de 6 pocos, em meio de cultura DMEM acrescido de 10% de soro neonatal bovino (SNB), 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e mantidas em incubadora a 37°C e 5% de

CO2. O meio foi renovado a cada 72 horas, até que as células atingissem 100% de confluéncia,
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sendo esse considerado o dia -3 do experimento. Para garantir a parada do crescimento,
necesséria para a diferenciacéo celular, as células foram mantidas sobre as mesmas condicoes
por mais 72 horas, sendo este considerado o dia 0 do ensaio.

No dia 0, foi realizada a substituicdo do meio de cultura DMEM com 10% de SNB pelo
DMEM com 10% de SFB. Além disso, foi adicionado ao meio de cultura, o coquetel indutor
de diferenciacdo contendo insulina 1pug/mL e dexametasona 0,5uM e o tratamento foi iniciado.
As células foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona 0,1 pM, 1uM ou concentragdes
crescentes dos agrotdxicos bitertanol e éxido de fembutatina. Para o agrotdxico bitertanol, as
concentragdes utilizadas variaram de 0,0001 a 10uM, enquanto para o agrotoxico oxido de
fembutatina, as concentragdes variaram de 0,0001 a 0,5uM.

Para avaliar o efeito do antagonista sobre o processo de diferenciacdo, 12 horas antes
do inicio e a cada 12 horas durante todo o periodo de tratamento, 0 composto T0070907 na
concentragdo de 1uM, foi adicionado ao meio de cultura.

No 15° de diferenciagdo, as células foram fixadas com formaldeido 4% e coradas com
6leo vermelho O.

Cadaensaio com o antagonista T0O070907 foi realizado, no minimo, trés vezes.

Dia -9 Dia -6 Dia -3 Dia 0 Dia 3 Dia & Dia 9 Dia 12 Dia 15
— e | =
Proliferacio 100% Confluéncia Diferenciacic
DMEM = SNEB 10% | DMEM + SFB 10%
+ Inzuolina 1pg/ml
TOOT0S0T + Tratamentosz
+T00T0907

DALEM + SFB 1094
+ Inznlina lpg/ml.
+ Dlexametazona 0,5uMl
+ Tratamentoz
+=T0070907

Figura 7. Esquema do ensaio de diferenciagdo de adipodcitos. Células 3T3-L1 foram semeadasem placasde 6
pogose mantidasem meio de cultura DMEM acrescido de SNB 10% até atingirem 100% de confluéncia (Dia -3).
Apos, foram mantidasnas mesmas condi¢Ges por maistrésdias (Dia 0). No dia 0, 0 meio de cultura foisubstituido
por meio DMEM acrescido de SFB 10%, insulina 1 pg/mL e dexametasona 0,5 uM e também se iniciou o
tratamento com DMSO, rosiglitazona 0,1uM ou 1 UM ou concentragdes crescentes dos agrotoxicos. Nesse dia
tambéem se iniciou o tratamento com o antagonista T0070907. Do dia 3ao dia 15, a dexametasona deixou de fazer
parte do coquetel adipogénico. No dia 15 as células foram fixadase coradascom 6leo vermelho O. Adaptado de:
Cell Care Manual Maintenance and Differentiation of 3T3-L1 Preadipocytes to Adipocytes, ZenBio. Os
experimentos foram realizados,no minimo, trés vezes.
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47 COLORACAOCOM OLEO VERMELHOO

O 6leo vermelho O é um corante com alta afinidade por lipidios. Por essa caracteristica,
ele foi utilizado para corar as células 3T3-L1, permitindo avaliar e comparar o grau de
diferenciagéo induzido pelos tratamentos.

No 15° dediferenciacéo, o meio decultura foi removido e as células foram lavadas duas
vezes com 2 mL, por poco, de tampéo fosfato salina (Phosphate-Buffered Saline — PBS) e
fixadas com 2 mL, por poco, de formaldeido a 4% durante 40 minutos. A seguir, o formaldeido
foi removido e cada poco foi lavado duas vezes com 2 mL de gua destilada e duas vezes com
2 mL de PBS. Na sequéncia, as células foram encubadas com 2 mL, por poco, de isopropanol
a 60%, por 5 minutos. Apds a remoc¢do do isopropanol, as células foram incubadas, durante 60
minutos, com 6leo vermelho O a 60% em agua destilada, a partir de um estoque a 0,5% em
isopropanol. Apo6s a incubacdo, o 6leo foi removido e os pocos foram lavados com agua
destilada, para remocdo do excesso de corante. Apos a secagem do 6leo vermelho, a

temperatura ambiente, foi realizada a fotodocumentacao, registrando a superficie total de cada

poco.

5 RESULTADOS

51 AVALIACAO DO EFEITO DOS AGROTOXICOS SOBRE A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL DOS RECEPTORES NUCLEARES GRa, PPARg,
PPARP/S, TRe, TRP E PXR

511 GRa

Para avaliar o efeito dos agrotoxicos sobre 0 GRa, as celulas transfectadas foram
tratadas por 24 horas, com DMSO (veiculo), dexametasona 10uM (controle positivo) ou
concentragdes de 0,000001 a 0,1 puM de bitertanol ou de 0,0001 a 0,5uM de Oxido de
fembutatina.

Como podemos observar na Figura 7, o 6xido de fembutatina e o bitertanol ndo foram
capazes de modificar a atividade transcricional do GRa nas concentragfes utilizadas, em
relacdo ao veiculo. Conforme esperado, a dexametasona, agonista de GRa, induziu sua ativacdo
13,1 (7A) e 15,5 (7B) vezes.
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Figura 8. Efeito dos agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sobre a atividade transcricional do GRa.
Aproximadamente 25.000 células HeLa foram co-transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do GRa e
seu elemento responsivo fusionado ao gene repdrter da luciferase e tratadas com veiculo, dexametasona ou
concentracdes crescentes dos agrotoxicos bitertanol e éxido de fembutatina. Apés 24 horas, a atividade
transcricional do GRa. foi quantificada indiretamente pela mensuracdo da atividade da luciferase em luminémetro.
Os experimentos foram realizados em triplicada e repetidos, no minimo, trés vezes. *p <0.05.

5.12 PPARw

Com intuito de avaliar o efeito dos agrotdxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sobre
a atividade transcricional do PPARa, células HeLa foram tratadas com DMSO (controle
negativo), WY 14463 100uM (controle positivo) ou concentragcdes crescentes de 0,000001 a
0,1uM de bitertanol ou de 0,0001 a 0,5uM de éxido de fembutatina, durante 24 horas.

Como mostra a Figura 8, nenhum dos dois agrotoxicos foi capaz de modificar a
atividade transcricional do PPARo, nas concentragdes utilizadas, em relagdo ao veiculo.
Conforme esperado, 0 WY 14463, agonista de PPARa, promoveu sua ativagdo 15,9 (8A) e 9,0
(8B) vezes.

40



GAL4 PPARa

Ativacéo
2]

o Q » 4 N2 » » g
SN S S S
49\ b‘b(b QQ N [\D

b‘ Q~|
$4'\r I

Q- N 1
1

Concentragao bitertanol (uM)

GAL4 PPARa

Ativacao

o O » > > s )
’ N ,\’Q S N Q Q- QF
& & o °
N b‘b‘ L 1
LY I 1

N Concentragao 6xido de fembutatina (uM)

Figura 9. Efeito dos agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sobre a atividade transcricional do
PPARa. Aproximadamente 25.000células HeLa foram co-transfectadas com os plasmideoscontendoo cDNA do
PPARuo. e seu elemento responsivo fusionado ao gene repdrter da luciferase e tratadascom veiculo ou WY14463
ou concentrag@es crescentes dos agrotéxicos bitertanol e 6xido de fembutatina. Ap6s 24 horas de tratamento, a
atividade transcricional do PPARo foi quantificada indiretamente pela mensuracao da atividade da luciferase em
lumindmetro. Os experimentos foram realizados trés vezes em triplicata. *p <0.05.

5.1.3 PPARP/S

Para investigar o efeito dos agrotdxicos sobre a atividade transcricional do PPARP/S, as
células HelLa foram tratadas com DMSO, GWO0742 100uM (controle positivo) ou
concentracgdes crescentes de bitertanol de 0,000001 a 0,1 uM ou 6xido de fembutatina de 0,0001
a 0,5uM, durante 24 horas.

Como mostra a Figura 9, a atividade transcricional do PPARp/3, ndo foi modificada por
nenhum dos agrotoxicos em estudo, nas concentracbes utilizadas, em relacdo ao veiculo.
Conforme esperado, 0 GW0742, agonista de PPARp/5, promoveu ativagdo 14,2 (9A) e 11,3
(9B) vezes.
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Figura 10. Efeito dos agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sobre a atividade transcricional do
PPARB/6. Aproximadamente 25.000 células HeLa foram co-transfectadas com osplasmideos contendo o cDNA
do PPARP/3 e seu elemento responsivo fusionado ao gene repérter da luciferase e tratadas com veiculo, GW0742
ou concentragfes crescentes dos agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina. Apds 24 horas, a atividade
transcricional do PPARB/d foi quantificada indiretamente pela mensuracdo da atividade da luciferase em
lumindmetro. Os experimentos foram realizados trés vezes em triplicata. *p <0.05

514 TRa

Para avaliar o efeito dos agrotoxicos sobre a atividade de transcricdo do TRa, as células
HeLa foram tratadas com DMSO (controle negativo), T3 0,1uM (controle positivo) ou
concentragdes crescentes de bitertanol de 0,000001 a 0,1 uM ou 6xido de fembutatina de 0,0001
a 0,5uM, durante 24 horas.

Como mostra a Figura 10, nenhum dos agrotoxicos em estudo foi capaz de modificar a
atividade transcricional do TRa, nas concentracgdes utilizadas, em relagao ao veiculo. Conforme

esperado o T3, agonista de TRa, promoveu ativagdo de 45,2 (10A) e 29,8 (10B) vezes.
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Figurall. Efeito dos agrotéxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sobre a atividade transcricional do TRa.
Aproximadamente 25.000 células HeLa foram co-transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do TRa e
seu elemento responsivo fusionado ao gene rep6rter da luciferase e tratadas com veiculo, T3 ou concentraces
crescentes dosagrotoxicos bitertanole éxido de fembutatina. Apds 24 horas, a atividade transcricional do TRa foi

quantificada indiretamente pela mensuragdo da atividade da luciferase em luminémetro. Os experimentos foram
realizadostrés vezes em triplicata. *p <0.05.
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515 TR}
Objetivando investigar o efeito dos agrotdxicos bitertanol e éxido de fembutatina sobre
o TRP, as células HeLa foram tratadas com DMSO (controle negativo), T3 0,1uM (controle
positivo) ou concentracGes crescentes de bitertanol de 0,000001 a 0,1 puM ou oxido de
fembutatina de 0,0001 a 0,5uM, durante 24 horas.
Como mostra a Figura 11, nenhum dos agrotdxicos em estudo modificou a atividade
transcricional do TR nas concentragdes utilizadas, em relacdo ao veiculo. Como era esperado,
0 T3, agonista de TRB, promoveu ativacdo de 173,1 (11A) e 259,9 (11B) vezes.
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Figura 12. Efeito dos agrotéxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sobre a atividade transcricional do TRp.
Aproximadamente 25.000 células HeLa foram co-transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do TRf e
seu elemento responsivo fusionado ao gene repérter da luciferase e tratadas com DMSO, T3 ou concentracfes
crescentes dosagrotoxicos bitertanole dxido de fembutatina. Apds 24 horas, a atividade transcricionaldo TR foi
quantificada indiretamente pela mensuracgdo da atividade da luciferase em lumindmetro. Os experimentos foram
realizadostrés vezes em triplicata. *p <0.05

516 PXR

Para avaliar o efeito dos agrotoxicos bitertanol e éxido de fembutatina sobre a atividade
transcricional do PXR, células HelLa foram tratadas com DMSO (controle negativo),
rifampicina 10uM (controle positivo) ou concentracGes crescentes de bitertanol de 0,000001 a
0,1 uM ou 6xido de fembutatina de 0,0001 a 0,5uM, durante 24 horas.

Como mostra a Figura 12, nenhum dos agrotdxicos modificou a atividade transcricional
doPXR nas concentracgdes utilizadas, em relacdo ao veiculo. Assim como nos outros receptores
testados, conforme esperado, o agonista do receptor, no caso a rifampicina, agonista de PXR,

promoveu ativacao de 4,5 (12A) e 7,9 (12B) vezes.
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Figura 13. Efeito dosagrotéxicos bitertanol e 6xido de fembutatina sobre a atividade transcricional do PXR.
Aproximadamente 25.000 células HeLa foram co-transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do PXR e
seu elemento responsivo fusionado ao gene reporter da luciferase e tratadas com DMSO, rifampicina ou
concentracdes crescentes dos agrotoxicos bitertanol e éxido de fembutatina. Apés 24 horas, a atividade
transcricional do PXR foi quantificada indiretamente pela mensuragdo da atividade da luciferase em luminémetro.
Os experimentosforam realizadostrés vezes em triplicata. *p <0.05.

52 AVALIACAODOEFEITODO OXIDO DE FEMBUTATINA SOBRE O
PPARy COM A MUTACAO C285S

Para avaliar se a cistéina 285, presente no LBD do PPARY, é necessaria para a ativacao
desse receptor pelo 6xido de fembutatina, as células HeLa foram transfectadas com o plasmideo
selvagem GAL4-PPARy ou com o plasmideo GAL4-PPARyC285S, com a substituicdo da
cisteina por uma serina na posicdo 285. Também foi transfectado o elemento responsivo
fusionado ao gene repdrter da luciferase.

Apbs transfectadas, as células foram tratadas com DMSO (controle negativo),
rosiglitazona 10 uM (controle positivo) ou éxido de fembutatina, nas concentracfes de 0,01 a
0,5uM, durante 24 horas.

Como podemos observar na Figura 13, a substituicdo da cisteina pela serina na posigcao
285 no LDB, aboliu a atividade transcricional do PPARY induzida pelo 6xido de fembutatina
na concentracdo de 0,5 uM. Esse resultado mostra que a cisteina 285 é fundamental para a

ativacdo do PPARY por esse agrotoxico.
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Figura 14. Avaliacdo do efeito do agrotoxico 6xido de fembutatina sobre o PPARy C285S. Aproximadamente
25.000 células HelLa foram co-transfectadas com os plasmideos contendo o cDNA do PPARy com a mutacdo
C285Sou com o plasmideo selvagem PPARY e seus elemento responsivo fusionado ao gene repérter da luciferase
e tratadas com veiculo, rosiglitazona ou concentracfes crescentes do agrotoxico 6xido de fembutatina. Ap6s 24
horas, a atividade transcricional do PPARy foi quantificada indiretamente pela mensuracdo da atividade da
luciferase em lumindmetro. A figura representa os resultados dos trés experimentosindependentesrealizados em
triplicata. Figura A, ***p <0.05 comparadoao veiculo e Figura B, ***p <0.05 comparando GAL4 PPARy e GAL4
PPARy C285S.

5.3 DIFERENCIAQAO DAS CELULAS 3T3-L1 NA PRESENCA DO
ANTAGONISTA DE PPARY, T00700907

Considerando resultados prévios mostrando que os agrotdxicos bitertanol e éxido de
fembutatina promovem acumulo lipidico nas celulas 3T3-L1, decidiu-se avaliar se esse efeito
é dependentedaativacdo doPPARYy. Para isso, durantetodo periodo de diferenciacdo, as células
foram tratadas com T0O070907 na concentracdo de 1uM, a cada 12 horas.

Como mostra a Figura 14, a exposi¢cdo ao antagonista reduziu o acimulo de lipideos
induzido por ambos os agrotoxicos, bitertanol e Oxido de fembutatina, apds 15 dias de
tratamento. Resultados semelhantes também foram observados nas células tratadas com
rosiglitazona, agonista total de PPARY nas concentragdes de 0,1 uM ou 1 uM.

Este resultado sugere que o efeito adipogénico dos agrotéxicos bitertanol e éxido de

fembutatina é dependente da ativacdo de PPARY.

45



’g |

g |
=

&

g

+

Veiculo 0,1 1

Rosi (uM) Bitertanol (uM) Oxido de Fembutatina (uM)
Figura 15. Diferenciacéo das células 3T3-L1 na presenca do antagonista de PPARy T0070907. Células 3T3-
L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com insulina e dexametasona e tratadas com veiculo,
rosiglitazona 0,1uM ou 1uM ou diferentes concentragdes dos agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina na
presenca ou na auséncia de T0070907 1 uM. As células diferenciadaspor 15 dias foram fixadas, coradas com 6leo
vermelho O e fotodocumentadas. O experimento foi realizado trés vezes.
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6 DISCUSSAO

Resultados prévios do grupo de pesquisa do qual faco parte mostraram que 0S
agrotoxicos bitertanol e 6xido de fembutatina possuem efeito adipogénico em cultura de células
de mamiferos. Em ensaios de transfeccdo e gene repdrter, o 0xido de fembutatina promoveu
ativagdo parcial do PPARY, podendo ser considerado agonista parcial deste receptor. Por outro
lado, nem o éxido de fembutatina ou o bitertanol ativaram o RXRo. Ensaios de diferenciacdo
evidenciaram que o bitertanol e o 6xido de fembutatina promoveram acumulo lipidico em
células 3T3-L1, possuindo, portanto, efeito adipogénico.

Buscando dar continuidade ao estudo destes dois agrotdxicos, no presente trabalho
foram investigados alguns mecanismos que podem estar envolvidos no efeito adipogénico
dessas substancias, além deavaliar seus possiveis efeitos sobre outros membros dasuperfamilia
de receptores nucleares.

Considerando que o 6xido de fembutatina ativou o PPARY e que ele e o bitertanol néo
ativaram o RXRa, foram investigados seus possiveis efeito sobre 0 0s outros isotipos de PPAR,
além dos receptores nucleares GR, TRa, TR e PXR. Os resultados dos experimentos mostram
que o bitertanol e o 6xido de fembutatina ndo foram capazes de promover ativacdo desses
receptores.

Embora néo tenha sido observado efeito ativadordo 6xido de fembutatinae do bitertanol
sobre 0s receptores nucleares investigados, na literatura ha estudos mostrando que 0s
agrotoxicos tém a capacidade de interferir com a atividade transcricional dos receptores
nucleares.

Em 2016, Zhang e colaboradores, realizaram um estudo com 34 agrotoxicos sobre
atividade transcricional do GR, utilizando ensaios de transfeccdo e gene reporter. Assim como
no presente estudo, nenhum dos compostos estudados foi capaz de promover ativagdo do GR
(128).

O estudo de Kanayama e colaboradores (2004), mostrou que o trifenilestanho e
tributilestanho promoveram a ativagdo do PPARy e do RXRa (129). Em 2011, Kojima e
colaboradores, analisou a agdo de 200 agrotoxicos sobre a atividade transcricional do PXR,
usando ensaios in vitro de transfeccdo e gene reporter. Foi comparado a atividade agonista dos
agrotoxicos sobre 0 PXR humano e PXR de camundongo e constataram que dos200 compostos,
106 ativaram o PXR humano e 93 o de camundongo. Assim como no presente estudo, o
bitertanol também n&o ativou o PXR (130).

O estudo de Takeuchi e colaboradores (2006) também analisou os efeitos de 200
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agrotoxicos sobre a atividade transcricional do PPARa e os resultados mostraram efeito
agonista de apenas dois compostos. Um dos agrotdxicos avaliados foi o bitertanol que, assim
como no presente estudo, também néo apresentou atividade sobre o PPARa (57).

Um estudo realizado por Li e colaboradores (2019), investigou os efeitos de dois
agrotoxicos do ao grupo dos organoestanicos, o hidréxico de fentina e o 6xido de fembutatina,
sobre 0 TR, utilizando ensaio de transfec¢do e gene reporter. O hidroxico de fentina estimulou
fracamente a atividade transcricional de TRf3, mas assim como no presente estudo, o 6xido de
fembutatina ndo apresentou atividade sobre esse receptor (131).

Na&o foram encontrados na literatura outros trabalhos avaliando a acdo dos agrotoxicos
bitertanol e 6xido de fembutatina sobre 0 PPARp/5 e 0 TRo.

Considerando que o 6xido de fembutatina promoveu ativagdo do PPARY, decidiu-se
investigar se a cisteina 285, é importante para a atividade transcricional deste receptor induzida
pelo 6xido de fembutatina. Para tanto, foi utilizado um plasmideo que expressa a mutagado
C285S, ou seja, apresenta substituicdo dacisteina 285 por uma serina. Os resultados mostraram
que a presenca damutacdo diminuiu consideravelmente a atividade transcricional induzidapelo
oxido de fembutatina, sugerindo que a cisteina 285 ¢ importante para a ativagao do PPARy
promovida por esse composto. A cisteina 285 ¢ critica para a ativacdo do PPARy por ligantes
endogenos (132). Dessa forma, os resultados do presente estudo sugerem que, ao entrar no
organismo, o 6xido de fembutatina se comporta como ligantes enddgenos ao interagir com o
LBD do PPARY.

Resultados semelhantes foram descritos no estudo de Milton e colaboradores (2017),
gue mostraram que a ativacdo do PPARy pelos organoestanicos cloreto de tributilestanho,
diacetato, dicloreto, dilaurato e maleato dibutilestanho, também € abolida na presenca da
mutacdo C285S (24).

No ensaio com o antagonista de PPARy T0070907, sua presenca reduziu
significativamente o acumulo de lipideos induzido pelos agrotdxicos bitertanol e 6xido de
fembutatina, sugerindo que os efeitos desses compostos sdo dependentes da ativagdo desse
receptor. Entretanto, foi observada uma menor capacidade deste antagonista em inibir a
adipogénese induzida pela rosiglitazona. Essa insuficiéncia doantagonista podeter relacdo com
a concentracdo utilizada, que foi de 1uM, entretanto, outros fatores devem ser levados em
consideracéo.

O antagonista TO070907 se liga covalentemente ao PPARy e possui uma afinidade de
1nM, ja rosiglitazona, possui afinidade de 4nM (133,134). Portanto, 0 esperado era que esse

antagonista blogueasse complemente o acumulo lipidico promovido pela rosiglitazona,
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diferente do que foi observado. Uma possivel explicacdo para a reducdo apenas parcial do
acumulo lipidico, € a existéncia de um sitio de ligacdo alternativo no PPARy, que ndo é
blogueado pelo TO070907 (135).

Os resultados deste trabalho sugerem que tanto o bitertanol quanto o éxido de
fembutatina, possuem efeito adipogénico, embora o mecanismo de acao do bitertanol ndo tenha
sido encontrado.

Os resultados desse trabalho podem contribuir paraa melhor compreensdo dos impactos
que esses compostos podem causar na saude humana e de outros animais. Adicionalmente, eles
podem auxiliar a fundamentar decisdes governamentais relativas ao emprego desses compostos,
bem como incentivar a busca por ativos eficientes, sem ou com menores impactos negativos.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar seus mecanismos de acao.
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7 CONCLUSAO
Os resultados mostraram que o bitertanol e oxido de fembutatina ndo apresentam
atividade agonista sobre os receptores do GRa, PPARa, PPARPB, TRa, TRB e PXR e que a
cistéina 285, é essencial para a ativagdo do PPARY pelo 6xido de fembutatina. Adicionalmente,
foi possivel concluir que o acumulo lipidico promovido pelo bitertanol e éxido de fembutatina

em células 3T3-L1, é dependente da ativagdo do PPARYy.
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