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RESUMO

Introducio: A produgdo agricola em larga escala, especialmente em sistemas de
monocultura como a cana-de-agucar, depende amplamente do uso de herbicidas para
controlar pragas e plantas invasoras, sendo a ametrina uma das triazinas mais utilizadas
devido a sua eficécia, baixo custo e longa persisténcia no solo. Contudo, seu uso intensivo
suscita preocupacdes ambientais, e ja foi associado a efeitos toxicos em diversas espécies
aquaticas, além de possuir propriedades compativeis com as de disruptores endocrinos,
capazes de interferir em sistemas hormonais, inclusive aqueles relacionados ao metabolismo
energético ¢ a formacao de tecido adiposo. Evidéncias crescentes demonstram que certos
EDCs contribuem para alteragcdes metabolicas e podem participar do desenvolvimento da
obesidade, fendmeno que cresce globalmente. Metodologia: Para investigar esse possivel
efeito obesogénico in vivo, peixes-zebra adultos foram distribuidos em trés grupos: controle
negativo, controle positivo tratado com rosiglitazona (40 pg/L), agonista total de PPARYy, e
grupo experimental exposto a ametrina (0,125 pg/L) por 21 dias. Apds a eutanasia, foi
coletado tecido hepatico para extracdo de RNA e quantificacio da expressdo do gene
Fabplla , andlogo ao humano FABP4, envolvido na adipogénse. Resultados e Discussao:
Os resultados indicaram apenas uma tendéncia de aumento da expressdo de Fabplla no
grupo exposto a ametrina, porém com alta variabilidade e auséncia de significancia
estatistica, enquanto o controle positivo apresentou reducdo inesperada da expressdo,
comprometendo a interpretagdo do estudo. Muito fatores podem ter interferido para esses
resultados. As dimensdes reduzidas dos peixes, culminado com randomizacao e alocacdo de
animais com comprimento muito variado entre os aquarios. Ademais, ndo avaliamos a
expressdo génica de PPARy entre as amostras, cuja resultados poderiam explicar a auséncia
de resposta a rosiglitazona. Por fim, vias alternativas como estresse oxidativo, disfungdo
mitocondrial ou mecanismos epigenéticos, poderiam ser ativadas de forma diferente pela
ametrina, gerando resultados diferentes dos esperados. Conclusdo: Nossos dados, ainda
preliminares ndo indicam que a ametrina exerca efeito obesogénico no modelo in vivo de
peixe-zebra, reforcando a necessidade de novos experimentos para gerar conclusdes mais

robustas.

Palavras-chave: Ametrina; Disruptores enddcrinos; Obesidade; Adipogénese.



ABSTRACT

Introduction: Large-scale agricultural production, especially in monoculture
systems such as sugarcane, relies heavily on the use of herbicides to control pests and
invasive plants. Ametryn is one of the most widely used triazines due to its effectiveness,
low cost, and long persistence in soil. However, its intensive use raises environmental
concerns and has already been associated with toxic effects in several aquatic species.
Ametryn is an endocrine disruptors, substances that hamper hormonal systems, including
those related to energy metabolism and adipose tissue formation. Growing evidence shows
that certain endocrine disruptors contribute to metabolic dysfunction and migth play a role
in the development of obesity, which is increasing globally. Methodology: To interrogate
this potential obesogenic effect in vivo, adult zebrafish were allocated into three groups: a
negative control, a group exposed to rosiglitazone (40 pg/L), a total PPARy, and an
experimental group exposed to ametryn (0.125 pg/L) for 21 days. After euthanasia, liver
tissue was collected for RNA extraction and Fabplla gene expression was assessed by RT-
qPCR. Results and Discussion: The results showed a trend in the Fabplla gene expression
in the ametryn-exposed group, with high variability and no statistical significance, while the
positive control group exhibited an unexpected reduction in expression, compromising the
study. Different factors may have interfered with these results. The small fishes size,
combined with randomization and allocation of animals with very divergent lengths among
the aquariums. Furthermore, we did not evaluate the gene expression of PPARy among the
samples, the results of which could explain the lack of response to rosiglitazone. Finally,
alternative pathways such as oxidative stress, mitochondrial dysfunction, or epigenetic
mechanisms could be activated differently by ametryn, generating results different from
those expected. Conclusion: Thus, the data showed that ametryn does not exert an
obesogenic effect in zebra-fish, but new experiments are required to attain robust

conclusions.

Keywords: Ametryn; Endocrine disruptors; Obesity; Adipogenesis.
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1 Introducao

A producao agricola massiva em monocultura encontra varios desafios, dentre eles a
proliferagdo exacerbada de pragas, ervas daninhas e fungos. O uso de herbicidas/agrotoxicos
¢ essencial para o controle destas ameacas. Entretanto, a utilizacdo indiscriminada dessas
substancias elenca duvidas concernentes a prote¢do dos ecossistemas, seguranca das
lavouras e os impactos na propria saude humana [BRUNO RAMOS et al, 2023]. Por
exemplo, a Ametrina, um herbicida seletivo pertencente a familia das triazinas. Ela inibe a
fotossintese, ao bloquear o transporte de elétrons, levando a acumulacao de espécies reativas
que causam peroxidacao lipidica, culminado em necrose e morte das plantas daninhas.
Extremamente efetiva e de baixo custo, usado durante décadas no combate a gramineas e
plantas invasoras [Y. LIU et al, 2017] [STARA et al, 2012]. As triazinas compreendem cerca

de 30% da producdao mundial de pesticidas [CABRAL et al., 2003].

Também conhecido pelo nome quimico, N2-ethyl-N4-isopropyl-6-methylthio-1,3,5-
triazine-2,4-diamine [ANVISA, 2024], apresentam um anel benzeno heterociclico, derivada
do isomero s-triazin. Possui grande solubilidade em compostos organicos, mas moderada em
agua. Permanece por longo tempo em solos, sendo toxico para os mamiferos e um irritante
reconhecido [LEWIS E WARNER E GREEN et al, 2016]. Todavia, sdo eficazes e seletivos
em culturas de cana-de-acucar, milho, banana, trigo, abacaxi, sendo sua persisténcia no solo,

entre 10 a 110 dias, outra vantagem para sua aplicacio [SUMEKAR. Y, 2023].

Desta forma, o uso excessivo gera consequéncias tanto para o solo como para as
bacias hidrograficas adjacentes. Os produtos oriundos da ametrina ja foram detectados em
aguas superficiais e subterraneas, gracas a sua capacidade de lixiviar em corpos d'adgua

adjacentes as areas de cana-de-acucar, desencadeando risco para os organismos aquaticos



[Y. LIU et al, 2017; ROLAND E RACHEL MARCELLA et al, 2023; MOURA et al, 2018].
Ademais, esses residuos e metabolitos da ametrina sdo absorvidos pelas raizes das plantas,
encontradas em brotos de trigo, alfafa, milho, azevém [Y. LIU et al, 2017] e tubérculos como
a mandioca e o inhame [SANTOS et al, 2015], tendo consequéncias para animais expostos
como os anfibios presentes nas lavouras de cana-de-agticar [MOUTINHO et al, 2020]. A
morte de girinos cercada por campos de cana-de-agucar ¢ sabidamente consistente com a

contaminagdo por pesticidas [MOUTINHO et al, 2020].

Em mamiferos, estudos em ratos demonstram uma série de lesdes generalizadas, por
exemplo: genotoxicidade, stress oxidativo, redu¢do no sistema antioxidante e fibrose
hepatica. Em cédes e coelhos, observou-se hepatomegalia [SANTOS et al, 2015], além de
mutagénese em linfocitos humanos cultivados in vitro [SEVERI-AGUIAR et al., 2013]. Em
animais aquaticos, como enguias, observou-se alteragdes histopatologicas, hemorragias
puntiformes em figado e cérebro, e necrose tubular renal [HASAN et al, 2019]. J4, em peixes
zebra, durante a embriogénese, constatou-se defeitos na organogéneses por acumulo de
espécies reativas de oxigénio, aumento do stress oxidativo, disfuncdo mitocondrial e

interferéncia na expressdo génica pos-transcricional [NAYOUNG MIN, 2022].

O Brasil, além de ser o maior consumidor de agrotéxicos no mundo, também ¢ o
maior produtor de cana-de-acucar. Essa monocultura sozinha ¢ responséavel pelo uso de até
12% de todas as vendas de agrotdxicos no pais. Dentre os sete herbicidas mais utilizados
nessa lavoura, a ametrina estd em terceiro. Outrossim, o uso em épocas de chuvas corrobora
para maior frequéncia de disseminagdo dos herbicidas para aguas de rios e bacias

hidrograficas [MOUTINHO et al, 2020].

Desta forma, estudos que investiguem os efeitos de diferentes agrotdxicos sdo
imprescindiveis para determinar os riscos de toxicidade em alimentos e 4gua potavel.
Interessantemente, algumas dessas substancias podem interferir em mecanismos hormonais
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fisiologicos. Sdo denominados como produtos quimicos desreguladores enddcrinos (EDCs)
pois sua féormula quimica estrutural ¢ semelhante a hormonio enddégenos, o que pode
interferir diretamente em sistemas hormonais. Assim, sdo capazes de interagir, ativar ou
antagonizar receptores hormonais, alterar sua expressdo, transducdo de sinal, sintese e

distribui¢do, além de induzir modificagdes epigenéticas [HEINDEL, 2022].

O debate sobre os riscos dos EDCs data desde a década de 90, na Declaragao de
Wingspread, que identificou a possivel fun¢do desreguladora hormonal de produtos
quimicos. Em 1996, seu conceito foi formalmente introduzido na Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos da América [YLMAZ, TEREKECEI, SANDAL et al, 2020]

'

e, por fim, a Sociedade de Endocrinologia definiu o termo como "um produto quimico
exdgeno, ou mistura de produtos quimicos, que podem interferir em qualquer aspecto de

acdo hormonal" [ZOELLER et al, 2012].

Atualmente, cerca de 1000 produtos quimicos sdo designados como EDCs. Esses
quimicos estdo envolvidos na atividade industrial ou agricola e na fabricacdo de produtos
farmacéuticos, dioxinas, pesticidas e plastificantes. Portanto, os seres humanos estdo
frequentemente expostos aos EDCs em seu cotidiano, estimando-se que at¢ 90% da
exposicao desses quimicos venha da ingestao alimentar e/ou contaminagdes ambientais

[YLMAZ et al, 2020; GRUPTA et al, 2020].

Nesse contexto, varios estudos demonstram que algumas dessas substancias
provocam alteragdes no metabolismo e no controle do peso corporal. Outrora, a obesidade
era entendida como uma equagao entre “calorias consumidas versus ingeridas” refor¢ada por
sedentarismo ¢ maus habitos alimentares. Atualmente, a obesidade é definida como uma
doenca cronica multifatorial com aspectos variados tais como: genéticos, epigenéticos,
ambientais, estresse emocional e disbiose intestinal. Ademais, evidéncias crescentes
demostram que determinados compostos quimicos apresentam potencial obesogénico,
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interferindo no desenvolvimento e na funcdo do tecido adiposo, figado, pancreas, trato

gastrointestinal e cérebro [HEINDEL, 2022].

Em paralelo a esses conceitos, a obesidade figura como a epidemia do século XXI,
um desafio de saude publica para a sociedade, com incidéncia elevada em todo o globo (Fig
1). Possui alta morbimortalidade, sendo fator de risco para cardiopatias, vasculopatias e
diabetes mellitus. Algumas previsdes recentes estimam que até 2035, a populagdo obesa em

paises em desenvolvimento chegara a 51% [KOLIAKI, 2023].

Obesily in adults, 2022
Estimated prevalence of obesity®, based on general population surveys and statistical modeling. Obesity is a
risk factor? for chronic complications, including cardiovascular disease, and premature death.

No data 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%

] I

Data source: World Health Organization - Global Health Observatory (2025) OurWorldinData.org/obesity | CC BY

Figura 1- Obesidade em adultos, 2022. Estimativa de prevaléncia de obesidade. Fonte: Organizagdo
Mundial de Saude

Em ambito nacional, a Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢ao para Doengas
Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL) conduziu uma pesquisa, publicada em 2024,
na qual se verificou um incremento significativo na proporc¢ao de adultos com obesidade,

que passou de 11,8% em 2006 para 24,3% em 2023.

Ademais, o estudo demonstrou que o aumento das taxas de mortalidade atribuidas a
obesidade se manifesta de forma mais expressiva nas faixas etarias avangadas,
particularmente, entre individuos idosos. Este grupo frequentemente apresenta outras

comorbidades, como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, hipertensdo arterial
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sistémica, dislipidemias, tornando-se uma questdo de satde publica relevante (BRASIL,

2024).

Os EDCs tém se destacado por inimeras razdes. Podem ativar receptores hormonais
envolvidos no desenvolvimento de adip6citos brancos levando a adipogénese
[EGUSQUIZA E BLUMBERG, 2020]. Exibem efeitos transgeracionais, principalmente
quando a exposicdo ocorre em fase critica do desenvolvimento, perpetuando patologias
tireoidianas, imunologicas (doengas autoimunes), neurodegenerativas (déficit cognitivo) e
metabolicas (obesidade, diabetes mellitus e sindrome metabdlica) [KUMAR et al, 2020;
GIULIVO, 2016]. Nao obstante, se os EDCs estdo relacionados com a epidemia de
obesidade, crescente desde a década de 90, ¢ uma questio dubitavel, com terreno fértil para

pesquisas vindouras que possam trazer um real esclarecimento.

Desta forma, a Ametrina e outros triazinas evidenciaram in vitro desregulagdo da
esteroidogénese [MAXIM et al, 2024]. Em conformidade com estes resultados, estudos
conduzidos no laboratorio de farmacologia molecular (Farmol) da Universidade de Brasilia
demonstram aumento da diferencia¢ao de adipdcitos frente a exposicao de determinados
agrotoxicos, em culturas celulares de pré-adipdcitos (células 3T3-L1). As células foram
expostas a concentragdes crescentes de ametrina, bitertanol, carbosulfona e 6xido de
fembutatina, respectivamente. Posteriormente, foram coradas com Oil Red O (ORO), uma
técnica histoldgica amitde usada para detectar lipideos em células e tecidos [Du et al, 2023].
Interessantemente, a ametrina apresentou o maior efeito obesogénico in vitro, em um padrao
de curva dose-resposta (dados ndo publicados). Desta forma, nosso trabalho objetiva avaliar

o potencial obesogénico da ametrina em modelo in vivo de peixe-zebra.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral:
O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito adipogénico do pesticida triazinico

Ametrina in vivo, através de estudos em peixe-zebra.

2.2 Objetivos especificos:
e Demonstrar maior ativacao transcricional de genes ligados a adipogénese nos peixes
expostos a ametrina;
e Correlacionar as expressoes génicas encontradas com um fendtipo de maior conteudo
de lipideos através da coloragao de Oil Red O, além das alteracdes morfoldgicas por

hematoxila & eosina.

3 Metodologia

3.1 Modelo in vivo

Atualmente, o Danio rerio tornou-se um modelo de referéncia para realizacdo de
experimentos in vivo para avaliagdo da toxicidade em embrides, larvas e adultos [ADRIAN
JHILL, TERAOKA, PETERSON et al, 2005]. Representam modelo mais econdémico do que
o murino, de facil manutencdo e manuseio, além de alta semelhanca fisioldégica com os
mamiferos, com cerca de 70% de semelhanca entre ambos os genétipos [ZANG, L.,

SHIMADA, Y. & NISHIMURA, 2017; Howe et al, 2013; BRADFORD et al, 2017].

3.2 Delineamento experimental

Os peixes-zebra (Danio rerio) provenientes do Biotério Aquatico do Departamento
de Genética e Morfologia (GEM), do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de Brasilia
utilizados nessa pesquisa foram mantidos em aquarios de vidros com agua de peixe e
enriquecimento ambiental conforme descrito em The Zebrafish Information Network

(https://zfin.org/).
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Os peixes foram divididos em 3 grupos de 6 individuos por aquario, com igual
proporcao entre machos e fémeas. Em um dos aquarios, os peixes foram expostos a 0.125
ug/L de ametrina (Sigma-Aldrich), conforme concentragdes habitualmente encontradas em

aguas de fluviais [BRITTO F, PEREIRA et al, 2012; GOV.BR (https://www.gov.br/saude/pt-

br/composicao/svsa/saude-do-trabalhador/renast/vspea)]. Os outros dois aquarios foram

usados como controles, um negativo, pois ndo sofreu nenhuma exposicdo a farmacos,
enquanto o terceiro aquario foi exposto a rosiglitazona 40 pg/L, como controle positivo. Por
ser uma agonista de PPARy (receptor ativado por proliferador de peroxissoma gamma), age
diretamente na adipogénese [ROSEN, SARRAF, TROY et al, 1999].

Os aquarios foram mantidos em uma sala com ciclos alternados de 12h entre claro e
escuro, com alimentacdo regular didria com racdo comercial para peixes (Alcon BASIC)
conforme mostrado na Figura 2. Eles eram continuamente aerados, mantidos em temperatura
controlada de 27° + 2°C e pH da 4gua entre 7,0 a 7,2. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/ UnB), SEI n° 23106.066256/2023-00. Findo o periodo
de exposicdo, os peixes foram eutanasiados com cloridrato de lidocaina a 400 mg/L
[COLLYMORE et al, 2016]. Os tecidos foram dissecados e o tecido hepatico foi congelado
rapidamente em nitrogénio liquido a —200 °C. Os tecidos adiposos ndo foram visualizados,
devido dimensdes reduzidas dos peixes. O restante do figado foi colocado em solugdo de
formalina tamponada a 10% (formol), para fixagdo [SMOLINSKA, K., SOBCZYNSKI, J.,

SZOPA, A. et al, 2024].
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Figura 2: O esquema representa, de forma cronoldgica, as etapas e procedimentos conduzidos ao
longo do delineamento realizado com peixes-zebra adultos, distribuidos em trés grupos: um controle
negativo (Agua de Peixe), um grupo exposto a ametrina 0,125 pg/L, e o controle positivo
(Rosiglitazona 40 pg/L). A exposi¢do ocorreu por 21 dias, seguida pela eutanasia dos animais.
Depois, procedemos com a extragdo e analise de expressdo por RT-PCR.

3.3 Extracido de RNA e PCR quantitativo por transcricio reversa (RT-PCRq)

A extracdo do RNA total das células foi realizada com o reagente TRIzol® (Sigma-
Aldrich) e 0 RNeasy Mini Kit (Qiagen), seguindo as normas do fabricante. Brevemente, apds
a obten¢do de RNA integro, a quantificacdo e o grau de pureza das amostras de RNA total
foram determinados por espectrofotometria, utilizando-se o aparelho NanoDrop One
(Thermo Scientific). A quantifica¢do foi realizada no comprimento de onda de 260 nm e
expressa em pg/pl. O grau de contaminagdo por proteinas foi verificado por meio da razao
entre as leituras os comprimentos de onda 260 e 280 nm. Valores na faixa de 1.8 a 2.2 foram
considerados adequados.

A transcricdo reversa e amplificagdo por PCR quantitativo foram realizados
sincronicamente, através do kit Power SYBR® Green RNA-to-Ct 1-Step (Applied

Biosystems, CA, EUA), seguindo normas do fabricante. As reacdes foram preparadas em
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placas de 96 pocos, para um volume final de 10 pL, com os seguintes reagentes (para uma
reacdo): 0,08 puL de enzima transcriptase reversa (RT), 5 pL Power SYBR® Green RT-PCR,
0,2 puL de cada primer (Forward e Reverse) e 10ng de RNA. O volume foi completado com
agua livre de DNA e RNA.

O gene Fabplla (Fatty Acid Binding Protein 11a) € ortélogo ao F4BP4 humano. Eles
codificam uma proteina que se liga a acidos graxos, sendo crucial na regulagdo adipocitaria

(https://zfin.org/ZDB-GENE-040912-132#summary). O gene Gapdh (Gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase) ¢ um gene constitutivo, geralmente usado na normalizagdo de
experimentos de PCR e Western-Blot [REBOUCAS, COSTA, PASSOS & SILVA, 2013].
Outrosim, os primers forward e reverso para Fabplla ¢ Gapdh foram confeccionados

usando ferraments disponiveis no website The National Center for Biotechnology

Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Um PCR in silico, com os primer supracitados

no website Genome Browser (https://genome.ucsc.edu) evidenciou a especificidade dos

primers. Eles foram, entdo, sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT, Brasil). As
sequéncias utilizadas para o Fabplla foram: R 5> ACAAGT TTG CCGTTCTCG3’e F 5’
TCA GAG CAC CTT CAA AAC CA 3’; para o Gapdh: R 5° TAA TGT TGG CTG GGT
CCCTC3 eF5 CGGA CTC CAC CCATGG AAA GT 3°. O gene constitutivo de Gapdh
foi usado como controle endogeno.

As condig¢des da reacao foram as mesmas para todos os experimentos de RT-PCRq:
30 minutos a 48°C para realizagdo da reacdo de transcri¢do reversa; 10 minutos a 95°C para
ativacdo da enzima DNA polimerase; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para desnaturacao
e 60°C por 1 minuto para anelamento do primer e extensao.

Todos os experimentos de RT-PCRq foram realizados no equipamento Applied
Biosystems StepOnePlusTMReal-Time PCR Systems, versao 2.3.3, e os dados obtidos

foram analisados pelo método descrito por [Livak et al, 2001].
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3.4 Analise histologica
Os figados de peixe foram fixados em formalina tamponada a 10% por um dia, mantidas em
alcool 70%, até o emblocamento em parafina. Coloragcdes em hematoxilina & eosina, Oil

Red O em cortes de SuM foram solicitadas. Resultados ainda ndo disponiveis.

3.5 Analise estatistica
Utilizamos o One-way ANOVA, com teste nao paramétrico de Kruskal- Wallis,
assumindo distribui¢do de dados ndo gaussiana, seguido do teste post hoc de Dunn’s.
Valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos as

analises estatisticas foram realizadas no Software GraphPad Prism, versdo 8.4.3 para Mac.
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4 Resultados

4.1 Efeito da ametrina sobre a expressio mRNA do Fabpall em tecido hepatico de

peixe-zebra

4.1.1 Analise da eficiéncia relativa dos primers (validagdo dos primers)

A andlise da expressdo génica relativa pela técnica de PCR, utilizando-se o método
de comparacdo AACt [LIVAK et al, 2001], requer que as eficiéncias de amplificacdao do gene
alvo e do gene enddgeno sejam equivalentes. Dessa forma, inicialmente, uma curva de
dilui¢do seriada foi realizada para cada par de primers, para confec¢do da curva-padrdo. Em
seguida, os valores dos Ct obtidos para cada diluicdo foram utilizados para determinar a
equivaléncia da eficiéncia de amplificacdo, por meio de sua representagdo grafica (log da
diluicdo x ACt) (figura 3). A equivaléncia foi determinada pela inclinacdo da reta gerada ao
se comparar a eficiéncia do gene alvo (Fabpall) com a do gene controle (Gapdh). Pela
equagdo obtida, pode ser calculada a eficiéncia da reacdo. Os valores compreendidos entre

90% e 115%, sao consistentes com reacoes de PCR eficientes.

a Standard Curve b Standard Curve
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Figura 3. Curva padrao dos primers Gapdh e Fabpall. a. No painel a, observamos a curva
padrdo do Gapdh, cuja eficiéncia de reacao foi de 115.499%. b. No painel b, temos a mesma
curva para o Faballa, cuja eficiéncia foi de 111.391%.
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4.1.2 Analise da especificidade dos primers

O fluoroforo presente no sistema SYBR® Green para a deteccao da amplificagdo
liga-se a qualquer molécula de DNA fita-dupla. Assim, a presenca de produtos inespecificos
de amplificagdo ou a formacao de dimeros de primers podem comprometer os resultados de
quantificagdo relativa do gene de interesse. Considerando-se esses aspectos, os primers
foram avaliados quanto a sua especificidade por meio da curva de dissociacao do produto de
amplificacdo (curva de melting). A presenca de apenas um pico, de aspecto linear e pico
unico revelam a presenga de um Unico fragmento de DNA e auséncia de dimeros de primers

ou DNA contaminante (figura 4).

a Melt Curve b Melt Curve
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Figura 4. Curva Melt dos amplicons dos primers de Gapdh e Fabpall. Em ambas as curvas,
vems um padrdo linear, com um pico, que representa a temperatura de melt.a. No painel a,
temos a temperatura do Gapdh em 81.72°C. b. No painel b, temos a temperatura de melt do
Fabpall em 82.61°C.
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4.1.3 Analise do efeito da ametrina na expressao de mRNA de Fabpall

Apos a validacao dos primers pelos resultados acima, analisamos a expressao mRNA

de Fabpall nos tecidos hepaticos dos peixes-zebra, na presenga e auséncia de exposicao a

ametrina na concentracdo Ametrina 0,125 pg/L, por 21 dias.

A exposi¢ao a ametrina teve uma tendéncia em aumentar a expressao de mRNA do

gene Fabpall, em relacao ao controle negativo (figura 5). Entretanto, existe uma grande

variabilidade nos resultados dos experimentos inerentes a ametrina (N=6, média 2.313, EP

+ 2.1). Ademais, o controle positivo ndo aumentou a expressao de Fabpall. Ao contrario,

ocorreu uma diminui¢do de aproximadamente 50% nos peixes tratados com rosiglitazona 40

ng/L. Interessantemente nos grupos de controles positivo (N=6, média 0.477, EP £ 0.13) e

controle negativo (N=5, média 1.3, EP £ 0.93), as variabilidades foram menores. Todavia,

os resultados ndo sdo estatisticamente significativos.

Fabp11a
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Figura 5. Expressdo génica relativa de mRNA de Fabpall para Gapdh nos peixes-zebras
apods 3 semanas de experimento. Houve uma tendéncia da ametrina em aumentar a expressao
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génica, mas sem relevancia estatistica. Ademais, o controle positivo apresentou uma
diminuic¢do da expressdo, ao contrario do esperado. Cada amostra ¢ representada na figura
por um ponto e representa a média dos Ct de 3 replicatas técnicas. Os dados sao apresentados
como Média + ER.

5 Discussao

A idéia dos disruptores enddcrinos quimicos (EDCs) ndo ¢ novidade. Ela se iniciou
como resultado de acontecimentos tais como, o aparecimento de cancer no sistema
reprodutivo de filhas de mulheres que usaram dietilestilbestrol na gravidez entre os anos de
1940 a 1970 [BIRKETT, J. W.; LESTER, J. N, 2003]; anomalias no sistema reprodutivo
observadas em jacarés que habitavam um lago na Florida contaminado com o pesticida DDT
e seu metabolito DDE [GUILLETTE, PICKFORD, CRAIN et al, 1996] ¢ um estudo na
Dinamarca que relata o declinio da qualidade do sémen de homens durante
aproximadamente 50 anos, entre os anos de 1938 ¢ 1990 [CARLSEN, E.; GIWERCMAN,
A.; KEIDING, N.; SKAKKEBAEK,.1992]. A exposi¢ao cada vez mais frequente dos seres
humanos a estas substincias ¢ uma realidade do novo milénio. Particularmente, os
agrotoxicos/pesticidas assumem um papel de destaque neste panorama, pois sua atividade
como EDC esta bem documentada em diversos trabalhos. Interessantemente, esta crescente
exposicao a estes agentes coincide com o aumento exponencial da incidéncia de obesidade
em praticamente todos os paises do globo, incluindo mundo ocidental e oriental.

Atualmente, o conceito de obesidade se expandiu muito nas ultimas 3 décadas. A
incorporagdo de novos componentes a fisiopatologia desta enfermidade cada vez mais
prevalente e incidente incluem mecanismos epigenéticos, stress oxidativo, inflamagao por
adipocinas, interferéncia mutua entre diversos orgaos e tecidos do corpo e o conceito de
disbiose. No contexto relatado, os EDCs estariam plenamente inseridos nos novos insigths
sobre a obesidade. De fato, ja existem estudos comprovando a correlacdo entre EDCs e

aumento de gordura corporal [DARBRE PD, 2017].
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Assim, nos hipotisamos que alguns desses EDCs teriam efeito obesogénico maior
que outros. Estudos preliminares in vitro performados em nosso laboratorio testaram varios
EDC:s e, utilizando-se uma linhagem celular precursora de adipdcitos, 3T3-L1, elencamos
alguns destes compostos tais como: Ametrina, Carbossulfan, Carbofurano, Simazina,
Fenbutatina e Bitertanol. Interessantemente, a ametrina parecia o candidato mais promissor,
de acordo com os ensaios de Oil-Red-O, que cora de vermelho os adipocitos maduros.

A Ametrina, promissor composto testado, passa por diferentes regulacdes pelo
mundo, no Brasil ele ¢ regulado pela ANVISA E MAPA e usado em larga escala na produgao
agricola, na Unido Europeia foi banido em 2002, porém concentragdes relevantes dele ainda
sdo encontrados em rios proximos de plantagdes em paises membros como Franca e
Alemanha. Nos EUA ele ¢ registrado na Environmental Protection Agency e sua toxicidade
de classe III, sendo permitido para uso agricola com restri¢des de uso, a nivel global apesar
da regulacdo temos seu uso em paises com: Australia, China, México, Argentina, Estados
Unidos [W. YANG et al, 2020; M. WARNE et al, 2018; EPA US, 2017; R. SZEWCZYK et
al, 2018].

Desta forma, objetivamos replicar os resultados similares in vivo. Neste intuito,
utilizamos, o modelo de peixe-zebra, que vem adquirindo relevancia exponencial em estudos
de toxicidade e contaminantes ambientais. Nosso delineamento experimental incorporou 3
grupos, cada qual com 6 peixes por aquario. O primeiro ndo recebeu tratamento, o segundo
foi tratado com rosiglitazona, 40 pg/L, visto ser uma agonista total do receptor nuclear
PPARY, fundamental nos processos de adipogénese. E nosso ultimo aquario, foi exposto a
ametrina na dose normalmente encontrada em leitos fluviais, 0.125 pg/L. Nosso
planejamento incluiu mostrar o efeito obesogénico por meio de expressdo génica, através de
RT-PCR e, andlise histologica, através de coloragdes como Oil-Red O e hematoxilina &

eosina.
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A priori, o tecido adiposo branco ou visceral deveria ser extraido apds eutandsia para
realizacdo dos experimentos supracitados. Todavia, os peixes eram amiude pequenos, em
torno de 1 a 2 cm de comprimento, o que impossibilitava extragdo de tecido adiposo em
quantidade suficiente para realizagdo dos experimentos. Outrossim, extraimos o tecido
hepético e prosseguimos com o planejamento.

Surpreendentemente, os peixes expostos a rosiglitazona tiveram uma redugdo da
expressao génica de Fabpall, gene ortdlogo em humanos do FABP4, enquanto a ametrina
apresentou uma tendéncia ao aumento, mas com grande varidncia ¢ sem relevancia
estatistica. Os tecidos extraidos para histologia foram fixados em formalina tamponada a
10% e, encaminhados para emblocamento com parafina. Ainda ndo dispomos das laminas,
o porqué dos seus resultados ndo estarem presentes nesta dissertagao.

No momento, a conclusdo exequivel ¢ auséncia de uma resposta confiavel para a
pergunta da pesquisa, pela auséncia de resposta no controle positivo e irrelevancia estatistica.
Entretanto, alguns pontos carecem de escrutinio adequado. Primeiramente, o comprimento
normal de um peixe-zebra ¢ aproximadamente entre 3-5 cm, com poucos individuos com
dimensdes menores ou maiores. Observamos durante a eutanasia que este padrao nado foi
verificado. Contrariamente, a grande maioria dos peixes média entre 1-2 cm, com alguns
menores que 1cm e, poucos, maiores que 2 cm. Embora a alocagdo e a randomizagdo tenham
sido feitas aleatoriamente, com igual propor¢ao entre machos e fémeas, a distribuigdo inicial
dos animais ndo era gaussiana. Isso significa que alguns dos peixes maiores ou menores
alocados entre os grupos talvez tenha sido determinante para a presenca de uma grande
varidncia entre as amostras. A alocacdo e a randomizac¢do poderiam ser melhores, se
levassemos em consideracdo outros parametros, além do género. O fator de condicdo de
Fulton (K) ¢ amplamente usado na biologia de peixes, como unidade métrica. Seu calculo ¢

k= peso (em gramas, sem agua), divido pelo comprimento (em centimetros) ao cubo. Este
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fator informa sobre o volume do peixe (mais obeso ou mais fino) normalizado pelo seu
comprimento [CLARK, PANDOLFO, L.M., MARSHALL, C.M., MITRA, 2018].

O segundo ponto a ser abordado ¢ sobre a auséncia de resposta da expressao génica
de Fabpall nos peixes expostos a rosiglitazona. Além da variabilidade inerente a
distribuicdo dos peixes aleatoriamente alocados, uma quantificagdo da expressao génica de
PPARY faz-se mister. Como a rosiglitazona (rosi) € um agonista total desse receptor nuclear,
com suas agdes fisioldgicas implicadas na adipogénese dependente da ligacao
ligante/receptor, uma baixa expressdo de PPARy no grupo tratado com a rosi poderia
justificar o resultado. Seria prudente, por conseguinte, a mensuragdo da expressdo génica
daquele receptor nuclear nos grupos de estudos, bem como outros genes relacionados a
adipogénese, tais como: Ap-1, Klf4, KIf5, Srebpl, Stat5a. Logicamente, primers especificos
para os ortdlogos em peixes-zebra deveriam ser confeccionados. Por fim, uma baixa
expressao génica de PPARY ou inativacdo do préprio farmaco, bem como uma concentragao
insuficiente para ativar o PPARy na concentracdo usada seriam hipoteses para explicar o
resultado. Embora, esta tltima essas hipoteses nao justificam a diferenga entre os grupos
controles (negativo e positivo).

Assim, a utilizagdo de um experimento com peixes de dimensdes e sexo bem
distribuidos entre os aquarios, com os fairmacos a serem testados em padrao de curva dose-
resposta, incluindo o controle positivo, poderiam mitigar essas provaveis fontes de vieses.
Por fim, o mecanismo fisiologico da adipogénese induzida pela ametrina pode envolver
outras vias, além da ativagdo do PPARY, incluindo talvez mecanismos epigenéticos,
alteracdo da microbiota, stress oxidativo, disfun¢do mitocondrial e fendtipo pro-
inflamatorio. Portanto, seria singular, pelo menos, avaliar outros genes relacionados a

algumas das vias supracitadas.
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Em sumadrio, nossos resultados ndo podem ser levados em consideragdo devido
auséncia de resposta pelo controle positivo e significancia estatistica. Entretanto, ¢
inquestiondvel que houve uma tendéncia de aumento de expressao de Fabpall nas amostras
expostas & ametrina. Desta forma, a adog¢do de algumas medidas mencionadas poderia
proporcionar diminui¢do de vieses, proporcionando resultados mais concretos € robustos.
Novos experimentos serdo necessarios, incluindo ndo sé a avaliagdo molecular por PCR,
mas a histologica, de preferéncia com tecido adiposo e hepatico e, em peixes-zebras maiores,

com distribui¢do gaussiana de comprimento.
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6 Conclusao

Nossos dados ndo sugerem um aumento da atividade obesogénica provocada pela
ametrina em modelo in vivo de peixe-zebra. Nao obstante, novos experimentos conduzidos
com maior rigor, incluindo a exposicao a concentracdes crescentes dos farmacos estudados,
analise molecular por PCR de outros genes ligados a adipogénese e outros mecanismos
fisiologicos, além de melhor distribuicdo entre os peixes-zebras sao fundamentais.
Preferencialmente, animais maiores, com distribuicdo gaussiana de comprimento, em
conjunto com as técnicas histologicas de hematoxilina & eosina e Oil-Red renderiam dados

mais robustos para uma conclusao elucidativa.
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