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Resumo

Muitos poluentes ambientais podem interferir na saldde humana e agir como desreguladores
enddcrinos (DEs). Dentre os DEs, alguns apresentam propriedade adipogénica. Entretanto, pouco se sabe
sobre a acdo dessas substancias nos sistemas biolégicos, principalmente sobre seu funcionamento nos
receptores nucleares. Um exemplo de composto ainda pouco explorado € o antraceno, que é utilizado na
fabricacdo de corantes, inseticidas e conservantes. Outro composto, a deltametrina é um pesticida utilizado no
tratamento de doencas parasitarias. Porém, ambos apresentam poucos estudos relacionados a sua atividade
adipogénica. O objetivo deste estudo foi investigar (i) se o antraceno pode diferenciar células 3T3-L1 a
adipdcitos, por meio da coloracdo com 6leo vermelho O, (ii) o efeito deste composto sobre a atividade
transcricional do PPARy, em eshaio de transfeccdo e gene réporter e (iii) avaliar a citotoxidade destes
compostos em células Hela, 3T3-L1 e HepG2 por via de ensaio de viabilidade celular.
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Introducéo

Nas ultimas décadas um aumento expressivo na produgdo, comercializacéo e utilizacdo de um grande
grupo de substéncias quimicas apresenta significAncia nas atuais mudancas ambientais, onde neste
ecossistema habitam diversas espécies [1]. Estes produtos sofrem disseminac¢éo ocupando relevante papel na
sociedade, e seu uso afeta direta e indiretamente todos os seres vivos, essencialmente os humanos [2].
Atualmente, o estudo desses compostos revela seus impactos aparentes no meio ambiente e provoca efeitos
adversos aos que sao expostos, mesmo em quantidades extremamente baixas, assim sdo considerados
poluentes ambientais [3].

Os efeitos dos poluentes ambientais sobre a salde dos seres vivos se torna uma preocupacao global
[1-5]. Sabe-se que determinadas propriedades s@o os provaveis fatores acarretadores de prejuizos aos seres
vivos, como a toxicidade, lipossolubilidade e bioacumulacéo [4]. Estudos recentes mostram que alguns destes
produtos quimicos podem interferir na fungdo enddcrina do organismo, atuando como desreguladores
enddcrinos (DESs) [6-9]. Alguns DEs conhecidos atuam via receptores ativados por proliferadores peroxissomais
(PPARa, B/® e y) [11] e muitos possuem potencial obesogénico que possibilita o desenvolvimento da
obesidade. [12]. Entretanto, ainda ndo se encontra elucidado muitos dos seus efeitos sobre os sistemas
bioldgicos, principalmente ao que diz respeito & acdo em receptores nucleares. Exemplos de compostos ainda
pouco explorados e aos quais 0s seres humanos estdo expostos sdo 0 antraceno e a deltametrina. O
antraceno, um hidrocarboneto aromatico policiclico, € bastante utilizado na fabricacdo de corantes, inseticidas e
conservantes [10-16], j& a deltametrina, um pesticida da classe dos piretroides, amplamente utilizado na
agricultura brasileira [17, 18].

Diante disso, o objetivo deste estudo foi investigar (i) se o antraceno diferenciard células 3T3-L1 em
adipdcitos, por coloragdo com éleo vermelho O, (ii) o efeito deste composto sobre a atividade transcricional do
receptor ativado por proliferadores peroxissomais do tipo gama (PPARy), em ensaios de transfecgao e gene
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repdrter utilizando células HeLa e (iii) avaliar a citotoxidade do antraceno e da deltametrina em células
Hela, 3T3-L1 e HepG2, por meio de ensaio de viabilidade celular.
Metodologia

Ensaio de adipogénese: Células 3T3-L1 foram diferenciadas em adipdcitos com insulina (167 nM),
dexametasona (1 pM) e isobutilmetilxantina §0,5 mM) (do dia 0 ao 2), ou somente com insulina (do dia 2 ao 14)
e tratadas com DMSO, rosiglitazona (10" M) ou antraceno (10'8 a 10° M) durante todo o periodo de
diferenciacdo. No 14° dia, as células foram fixadas, coradas com 6leo vermelho O e fotodocumentadas em
aumento de 10x. Transfeccéo e gene reporter: Células HelLa foram co-transfectadas com o plasmideo GAL4-
PPARy e com o elemento responsivo do GAL4 fusionado ao gene repdrter da luciferase, usando o reagente
Lipofectamine®2000. Apés 6 horas, as células foram tratadas com veiculo, rosiglitazona (10 M) ou antraceno
(107 a 10™ M). A atividade da luciferase foi mensurada em aparelho luminémetro, com a adicéo do substrato
luciferina, depois de 24 horas. Citotoxicidade: A citotoxicidade dos compostos foi determinada por meio da
avaliacdo da atividade mitocondrial das células utilizando o método colorimétrico com o MTT (brometo tiazolil
azul de tetrazdlio).
Resultados e Discusséo

Nos ensaios de diferenciacdo de adipdcitos in vitro, o antraceno aumentou o acimulo de lipideos
intracelulares nas concentracdes de 10® até 10° M (em comparagédo ao veiculo), assim produzindo um efeito
adipogénico em cultura de células. Além disso, nos experimentos de transfeccdo e gene reporter, nas
concentracdes de 10° e 10™ M, este composto aumentou em média 1,30 e 1,49 vezes, respectivamente, a
atividade transcricional do PPARYy (p < 0,05 em comparacao ao veiculo), se comportando como um agonista
parcial deste receptor nuclear. Nos ensaios de citotoxicidade, as concentragBes que resultaram em uma
viabilidade celular igual ou superior a 70%, foram consideradas n&o téxicas. Nas concentracdes testadas (10
até 10° M), a deltametrina ndo apresentou efeito téxico em células Hela e, na linhagem 3T3-L1, apenas a
concentracdo de 10 M foi toxica para as células. JA em HepG2, dentre as concentracdes utilizadas (10™ até
10 M), nenhuma resultou em viabilidade celular inferior a 70%.
Conclus8es

Os nossos resultados mostraram que em ensaios in vitro, 0 antraceno aumentou a atividade
transcricional do PPARYy, se comportando como um agonista parcial deste receptor e promoveu a adipogénese
em cultura de células. E provavel que este Ultimo efeito ocorra via PPARYy, receptor amplamente expresso no
tecido adiposo e considerado o regulador chave da adipogénese. Entretanto, mais ensaios Sd0 necessarios
para confirmar esses achados e também para verificar se 0s mesmos se reproduzem in vivo. Em relacéo a
deltametrina, observou-se baixa toxicidade deste composto nas linhagens celulares testadas, mas ainda néo
sabemos seu potencial adipogénico e sua agado sobre o PPARy. Esperamos que estes resultados possam
contribuir, juntamente com outros estudos, na elucidacdo de como compostos quimicos podem afetar a saude
de seres humanos.
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