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RESUMO 
 

 
O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotóxicos do mundo. Trabalhos 

recentes mostram que essas substâncias podem atuar como desreguladores 

endócrinos, causando efeitos adversos no organismo, entre eles, a adipogênese, 

que pode levar ao ganho de peso e contribuir para o desenvolvimento da 

obesidade. Estudos recentes, não publicados, do grupo de pesquisa ao qual faço 

parte identificaram que os agrotóxicos ametrina e carbosulfano apresentam 

efeito adipogênico em células 3T3-L1 e o carbosulfano promove ativação do 

PPARγ, regulador chave da adipogênese. Levando em consideração estes 

resultados e os poucos conhecimentos sobre o efeito desregulador endócrino 

dos agrotóxicos, estudos que investiguem esse tema são de extrema relevância.  

Esse trabalho objetivou investigar, em cultura de células de mamíferos, outros 

mecanismos que podem estar relacionados ao potencial adipogênico promovido 

pelos agrotóxicos ametrina e carbosulfano. Considerando os resultados obtidos 

anteriormente, foi realizado o ensaio de transfecção e gene repórter utilizando 

células HeLa para avaliar se a cisteína 285 era importante para a ativação do 

PPARγ promovida pelo carbosulfano e para avaliar se os agrotóxicos 

promoveriam ativação do GRα, PPARα e β, TRα e β e PXR. Para avaliar se o 

acúmulo lipídico promovido pelos agrotóxicos ocorria via PPARγ, foi realizado o 

ensaio de diferenciação celular, durante 15 dias, com células 3T3-L1 tratadas 

com os agrotóxicos nas concentrações que promoveram acúmulo lipídico, na 

presença ou ausência de T0070907, antagonista específico de PPARγ . Por fim, 

foi realizado ensaio de RT-qPCR para comparar a expressão de genes 

inflamatórios em células 3T3-L1 tratadas com ametrina ou com rosiglitazona, um 

agonista já conhecido de PPARγ que tem propriedades anti-inflamatórias. Como 

resultados, a presença da mutação na cisteína 285 aboliu a atividade 

transcricional promovida pelo carbosulfano, sugerindo que a cisteína é essencial 

para sua ativação e que o carbosulfano pode mimetizar ligantes endógenos. 

Com relação aos receptores investigados, nenhum dos agrotóxicos promoveu 

ativação de GRα, PPARα e β e TRα e β. Contudo, o carbosulfano promoveu 

ativação do PXR, podendo ser considerado seu agonista parcial. No ensaio de 

diferenciação celular com antagonista, observou-se que o co-tratamento reduziu 

o acúmulo lipídico promovido pelos agrotóxicos testados, sugerindo que esse 



 

 

acúmulo ocorre via PPARγ. Com relação a expressão de genes inflamatórios, a 

ametrina diminuiu a expressão dos mesmos, sendo que, em sua maior 

concentração, a diminuição foi semelhante a promovida pela rosiglitazona, mas 

vale ressaltar que foi necessária uma concentração maior de ametrina para 

promover esse feito. Os resultados desse trabalho permitem maior 

conhecimento sobre alguns agrotóxicos utilizados no Brasil, porém mais estudos 

são necessários para compreensão dos seus efeitos em organismos complexos. 

 

 

Palavras-chave: Desreguladores endócrinos; Agrotóxicos; Receptores 

nucleares. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

ABSTRACT  
 
 

Brazil is one of the largest consumers of pesticides in the world. Recent studies 

show that these substances can act as endocrine disruptors, causing adverse 

effects in the body, including adipogenesis which can lead to weight gain and 

contribute to the development of obesity. Recent unpublished studies by the 

research group which I belong identified that the pesticides ametryn and 

carbosulfan have adipogenic effects on 3T3-L1 cells and that carbosulfan 

promotes PPARγ activation, a key regulator of adipogenesis. Taking into 

consideration these results and the scarce knowledge about the endocrine 

disrupting effect of pesticides, studies that investigate this topic are extremely 

relevant. The aim of this work was to investigate, in mammalian cells culture, 

other mechanisms that may be related to the adipogenic potential promoted by 

the pesticides ametryn and carbosulfan. Considering the results previously 

obtained, a transfection and gene reporter assay using HeLa cells was carried 

out to evaluate if cysteine 285 was important for the activation of PPARγ 

promoted by carbosulfan and also to evaluate if the pesticides would promote 

activation of GRα, PPARα and β, TRα and β and PXR. To evaluate if the lipid 

accumulation promoted by the pesticides occurred via PPARγ, a cell 

differentiation assay using 3T3-L1 cells was performed during 15 days. The cells 

were treated with the concentrations of the pesticides that promoted lipid 

accumulation, in the presence or absence of T0070907, a specific PPARγ 

antagonist. A RT-qPCR was also performed to compare the expression of 

inflammatory genes in 3T3-L1 cells treated with ametryn or rosiglitazone, that is 

a well-known PPARγ agonist with anti-inflammatory properties. As a result, the 

presence of the mutation in cysteine 285 abolished the transcriptional activity 

promoted by carbosulfan suggesting that the cysteine is essential for its activation 

and that carbosulfan can mimic endogenous ligands. Regarding the receptors 

investigated, none of the pesticides promoted activation of GRα, PPARα and β 

and TRα and β. However, carbosulfan promoted PXR activation and can be 

considered its partial agonist. In the cell differentiation assay with the antagonist 

was observed that the co-treatment reduced the lipid accumulation promoted by 

the tested pesticides, suggesting that this accumulation occurs via PPARγ. 

Regarding the expression of inflammatory genes, ametryn decreased their 



 

 

expression and in its highest concentration, the decrease was similar to that 

promoted by rosiglitazone but it’s worth mentioning that a higher concentration of 

ametryn was necessary to promote this effect. The results of this work allow 

greater knowledge about some pesticides used in Brazil but more studies are 

needed to understand their effects on complex organisms. 

 
 
Keywords:  Endocrine disruptors; Pesticides; Nuclear receptors. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

Agrotóxicos são substâncias químicas ou agentes biológicos usados no 

ambiente para matar, repelir ou controlar determinados tipos de plantas, fungos, 

roedores ou outros vetores que são considerados pestes (1). Ao longo dos anos, 

a nível mundial, seu uso vem aumentando progressivamente e, em 2019, 

superou 4 milhões de toneladas (2). 

O uso de agrotóxicos na agricultura se intensificou no ano de 1950, nos 

Estados Unidos, com a Revolução Verde, que teve como objetivo modernizar a 

agricultura para aumentar a produção de alimentos (3). No Brasil, esse 

movimento ocorreu entre os anos 1950 e 1970 e, assim como nos Estados 

Unidos, intensificou o uso de agrotóxicos nas plantações (4). Como 

consequência dessa revolução, o Brasil, atualmente, é um dos maiores 

consumidores desses compostos a nível mundial, ficando atrás apenas da China 

e dos Estados Unidos (2). 

O tema agrotóxico ganhou grande destaque no Brasil durante os últimos 

meses em função do Projeto de Lei (PL) n° 6.299/2002, aprovado pela Câmara 

de Deputados no dia 9 de fevereiro de 2022 e que está aguardando apreciação 

pelo Senado Federal. Esse projeto flexibiliza o registro de agrotóxicos no Brasil, 

alterando vários trechos da Lei n° 7.802/89, atualmente em vigência. 

De acordo com a Lei nº 7.802/89, é proibido o registro de agrotóxicos que 

revelem características teratogênicas, carcinogênicas ou mutagênicas, que 

provoquem distúrbios hormonais e danos ao sistema reprodutor e cujas 

características causem danos ao meio ambiente (5). Contudo, com o novo 

Projeto de Lei, fica proibido o registro de agrotóxicos que, “nas condições 

recomendadas de uso, apresentam risco inaceitável para os seres humanos ou 

para o meio ambiente”. Porém, a definição de risco inaceitável apresentada no 

PL é bastante ampla, sendo descrita como “nível de risco considerado 

insatisfatório por permanecer inseguro ao ser humano ou ao meio ambiente, 

mesmo com a implementação das medidas de gerenciamento dos riscos (6). 

Além disso, na Lei nº 7.802/89, o registro dos agrotóxicos no Brasil 

depende de três órgãos que avaliam a classificação toxicológica, a 

periculosidade ambiental e a eficácia agronômica, sendo eles a Agência 
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Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), o Instituto Brasileiro do Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) e o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), respectivamente (5). Contudo, 

com o intuito de acelerar o registro dos agrotóxicos, o novo PL propõe que todas 

as etapas de avaliação e autorização sejam realizadas pelo MAPA, restando à 

ANVISA um papel meramente consultivo (6). 

Atualmente existem agrotóxicos registrados para uso no Brasil que foram 

proibidos ou banidos em outros países, dentre eles o clorotalonil e o 

carbendazim, proibidos na União Europeia em razão da carcinogenicidade e 

toxicidade para reprodução, respectivamente (7,8). Caso o Projeto de Lei n° 

6.299/2002 entre em vigor, existe a possibilidade de que outros agrotóxicos 

proibidos em outros países por risco conhecido ou ausência de segurança 

confirmada, sejam liberados para uso no Brasil. 

De acordo com um resumo publicado no site do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento, no ano de 2021, foram registrados no Brasil, 562 

novos agrotóxicos, uma quantidade 14% maior que o ano de 2020, que 

apresentou 493 registros (9). Além disso, o boletim publicado anualmente pelo 

IBAMA, que apresenta as quantidades comercializadas de agrotóxicos, em 

toneladas, mostrou que, em 2020, a fabricação nacional foi de 502.848,47 

toneladas de ingredientes ativos e a importação foi de 185.721,01 toneladas (10). 

Estudos mostram que os agrotóxicos podem causar danos relacionados 

à exposição aguda e crônica, incluindo irritação na pele, nariz e olhos, problemas 

no desenvolvimento, alterações reprodutivas, câncer e aumento no risco de 

ocorrência de diabetes (11,12). Além disso, trabalhos recentes mostram que os 

agrotóxicos podem atuar como desreguladores endócrinos, definidos como 

substâncias ou misturas que alteram a função do sistema endócrino e causam 

efeitos adversos à saúde de um organismo, sua descendência ou subpopulação 

(13). Embora os mecanismos de ação dessas substâncias sejam bastante 

variados, elas possuem a capacidade de mimetizar hormônios naturais, podendo 

ter efeito sinérgico ou antagônico a eles (14).  

Em estudo publicado por Kojima e colaboradores, onde foi feito screening 

de 200 agrotóxicos, observou-se que 29 dos compostos testados, entre eles, a 

ciflutrina e o metiocarbe, que são utilizados no Brasil, promoveram ativação dos 
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receptores de estrogênio alfa e beta (hERα e hERβ) e 106 aumentaram a 

atividade do receptor pregnano X (PXR) (15). 

Alguns desreguladores endócrinos são considerados obesogênicos 

ambientais, termo usado pela primeira vez em 2006 por Felix Grün e Bruce 

Blumberg, para se referir a produtos químicos de origem natural ou sintética que 

promovem a obesidade através do aumento do número de adipócitos ou do 

armazenamento de gordura em células já existentes (16). 

A obesidade é definida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

o acúmulo anormal ou excessivo de gordura corporal, que apresenta risco para 

a saúde (17). No último relatório liberado pela OMS, em 2016, mais de 1,9 

bilhões de adultos, correspondendo a 39% da população mundial, estavam 

acima do peso e, destes, 650 milhões eram considerados obesos (18). De 

acordo com o atlas mundial de obesidade publicado em 2022 pela Federação 

Mundial de Obesidade (World Obesity Federation), estimasse que, até 2030, 

mais de 1 bilhão de homens e mulheres serão considerados obesos, o que são 

dados extremamente preocupantes (19). 

A obesidade aumenta, significativamente, a predisposição a diversas 

doenças como hipertensão arterial sistêmica, acidente vascular encefálico, 

infarto do miocárdio, osteoartrite, Alzheimer, depressão, alguns tipos de 

neoplasias, esteatose hepática e diabetes e, devido a estes fatores, é 

considerada um grande problema de saúde pública mundial (20). Em 2017, a 

Federação Mundial de Obesidade declarou que a obesidade é uma doença 

crônica, recorrente e progressiva e que ações imediatas devem ser tomadas 

para prevenção e controle da sua epidemia global (21). 

Estudos recentes mostram que a obesidade também pode contribuir para 

o aumento da morbidade e da mortalidade de pacientes com COVID-19, pois, 

pacientes obesos geralmente apresentam hipertensão arterial sistêmica, 

diabetes tipo 2, doença crônica pulmonar, entre outros. Esses trabalhos apontam 

que o índice de massa corporal elevado está correlacionado a casos que 

precisaram, mais frequentemente, de internação e ventilação mecânica e à 

maior probabilidade de óbito (22). 

No que se refere aos desreguladores endócrinos e a indução de acúmulo 

lipídico, existe um mecanismo bem descrito que é a ativação do receptor ativado 

por proliferadores peroxissomais gama (PPARγ) (23). O PPARγ é membro de 
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uma superfamília de receptores nucleares, expresso, principalmente, no tecido 

adiposo e é um regulador chave da adipogênese, atuando também no 

metabolismo das lipoproteínas e na sensibilidade à insulina (24,25). Quando 

ativado por um ligante, forma um heterodímero com outro receptor nuclear, o 

receptor retinóide X alfa (RXRα) e então, se liga a sequências específicas do 

DNA presentes na região promotora de seus genes alvo, promovendo a 

regulação dos mesmos (26). 

Até o momento, foram identificados alguns desreguladores endócrinos 

que ativam PPARγ. Dentre eles, se encontram dois compostos considerados, 

também, como poluentes ambientais, o tributilestanho (TBT) e o dibutilestanho 

(DBT), que são utilizados como estabilizadores na fabricação do policloreto de 

polivinila (PVC) e catalisadores em processos industriais (27,28). 

Com intuito de identificar outros compostos com potencial desregulador 

endócrino, o nosso grupo de pesquisa decidiu avaliar os agrotóxicos, que são 

substâncias muito utilizados e ainda pouco estudados nessa área. Para a 

escolha dos agrotóxicos a serem estudos, foram levados em consideração 

alguns critérios, sendo eles, possuir registro e ampla utilização no Brasil, além 

dos Estados Unidos e/ou União Europeia; estar disponível para aquisição em 

sua forma pura; pertencer a grupos químicos diferentes, possibilitando um 

estudo mais amplo e não possuir estudos relacionados à adipogênese. A partir 

desses critérios, foram selecionados alguns agrotóxicos para estudo, dentre eles 

a ametrina e o carbosulfano. 

Resultados preliminares e ainda não publicados dos estudos realizados 

até o momento, mostram os agrotóxicos ametrina e carbosulfano como 

potenciais obesogênicos ambientais. O carbosulfano promoveu ativação parcial 

do PPARγ em suas maiores concentrações testadas (10 e 100 μM) em ensaios 

de transfecção e gene repórter, podendo ser considerado agonista parcial deste 

receptor. Além disso, a ametrina e o carbosulfano promovem acúmulo lipídico 

em células 3T3-L1, que são pré-adipócitos de camundongos. Também foram 

realizados ensaios utilizando estes compostos com o receptor retinóide X alfa 

(RXRα), porém nenhum dos dois promoveu sua ativação.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar o potencial adipogênico dos agrotóxicos ametrina e 

carbosulfano em cultura de células de mamíferos. 

 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

Considerando que os agrotóxicos ametrina e carbosulfano promovem 

acúmulo lipídico em pré-adipócitos de camundongos 3T3-L1, que o carbosulfano 

ativa o PPARγ e que nenhum desses compostos ativam o RXR, os objetivos 

específicos deste trabalho são: 

• Avaliar, em células HeLa, se os agrotóxicos ativam o receptor de 

glicocorticoide (GRα); 

• Investigar se a cisteína 285 é importante para ativação do PPARγ pelo 

carbosulfano; 

• Avaliar, em células HeLa, se os agrotóxicos ativam outros receptores 

nucleares, incluindo o PPARα, PPARβ, TRα, TRβ e PXR; 

• Avaliar, utilizando um antagonista específico, se o acúmulo lipídico 

promovido pelos agrotóxicos em células 3T3-L1, é dependente de 

PPARγ; 

• Avaliar, em células 3T3-L1, o efeito da ametrina sobre a expressão dos 

genes inflamatórios Dcn, Fn1 e Vcam1. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 AGROTÓXICOS 

 

 

3.1.1 Conceito e Histórico 

 

 

Agrotóxicos são, por definição da Organização Mundial da Saúde, 

quaisquer substâncias utilizadas para matar, repelir ou controlar certos tipos de 

plantas e/ou animais considerados como pestes, sendo alguns também usados 

para controle de vetores de doenças (1). Contudo, devido à sua natureza, são 

potencialmente tóxicos para outros organismos, incluindo humanos e devem ser 

utilizados com cautela.  

Dentre os agrotóxicos, encontram-se diferentes tipos, que são utilizados 

para eliminar espécies diversificadas de pragas que atingem as plantações. Os 

mais conhecidos são os herbicidas, utilizados para eliminar ervas daninhas e 

outros tipos de vegetação consideradas danosas ao plantio, os inseticidas, que 

ajudam no controle de uma ampla gama de insetos, os fungicidas, utilizados para 

prevenir o crescimento de fungos e os rodenticidas, que controlam possíveis 

infestações de roedores. Alguns outros tipos incluem os nematicidas, utilizados 

no combate a nematoides e os acaricidas, que combatem os ácaros (28).  

O primeiro composto sintético a ser caracterizado como agrotóxico foi o 

dicloro-difenil-tricloroetano, mais conhecido como DDT. Embora sua síntese 

tenha ocorrido em 1874, sua ação como inseticida só foi descoberta em 1939 

(29) e, a partir desse evento, inúmeros outros compostos como os carbamatos, 

as triazinas e os organofosforados foram desenvolvidos e seu uso foi se 

intensificado mundialmente. 

Nos Estados Unidos, o movimento de modernização da agricultura 

através do uso de agrotóxicos para aumentar a produtividade de alimentos, teve 

início no ano de 1950 e ficou conhecido como Revolução Verde (3). No Brasil, 

esse movimento ocorreu entre os anos 1950 e 1970 e, assim como nos Estados 

Unidos, intensificou o uso de agrotóxicos nas plantações (4).  

Só no ano de 2019, o Brasil consumiu 377 mil toneladas de agrotóxicos, 

os Estados Unidos 407 mil toneladas e a China 1,7 milhão de toneladas, 



22 

 

tornando esses países os três maiores consumidores de agrotóxicos do mundo 

(2).  

Para a agricultura, os agrotóxicos são de grande importância, pois têm 

como objetivo principal eliminar pragas indesejáveis, protegendo as plantações 

e contribuindo para o aumento da produção de alimentos. Contudo, isso requer 

o uso de quantidades enormes de diferentes tipos de substâncias químicas que 

apresentam variados graus de toxicidade e que, muitas vezes, ainda possuem 

efeito desconhecido tanto para o meio ambiente quanto para os seres vivos. 

Em 1962, Rachel Carson publicou o livro Primavera Silenciosa, por meio 

do qual levou à tona, pela primeira vez desde o início da Revolução Verde, os 

perigos do uso extensivo dos agrotóxicos para o meio ambiente e para os seres 

humanos. Como consequência, foram promovidas grandes modificações na 

política do uso de agrotóxicos nos Estados Unidos, levando, inclusive, à 

proibição do uso do DDT, em 1972 (30,31). A partir disto, o debate sobre os 

benefícios e riscos dos agrotóxicos se intensificou, sendo uma pauta muito 

discutida na atualidade.  

 

 

3.1.2 Estudos Sobre Toxicidade 

 

 

Nos últimos anos, vários estudos têm corroborado para a afirmação de 

que os agrotóxicos podem ser extremamente danosos para o meio ambiente e 

para os animais e que a busca por alternativas mais seguras precisa ser 

encarada como uma emergência sanitária. 

Um estudo realizado em 2013 por Beketov e colaboradores, investigou se 

a presença dos agrotóxicos afetaria a quantidade e a diversidade de espécies 

de invertebrados presentes em riachos. Foram avaliadas algumas regiões da 

Alemanha, França e Austrália e os resultados mostraram que a presença de 

agrotóxicos diminuiu a diversidade de espécies presentes nessas regiões em 

uma taxa de, aproximadamente, 42% (32). Além disso, uma análise do padrão 

de uso de agrotóxicos nos Estados Unidos publicada em 2013 por Mineau e 

Whiteside, apontou a letalidade de inseticidas utilizados de forma extensiva, 
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como fator responsável pela diminuição da presença de algumas espécies de 

aves em pastagens localizadas por todo território dos Estados Unidos (33). 

Em 1994, na Flórida, Guillette e colaboradores avaliaram jacarés 

americanos (Alligator mississippiensis) que viviam em lagos contaminados com 

agrotóxicos e observaram que jacarés recém-nascidos e jovens apresentaram 

concentrações alteradas de hormônios como testosterona, estradiol 17-β e 

tiroxina no plasma e alteração na morfologia do ovário e testículos (34). Essas 

alterações nesses animais também foram observadas em outros estudos 

realizados nos anos de 1998 (35), 1999 (36) e 2000 (37). 

Motta e colaboradores, em 2018, avaliaram se o glifosato, herbicida muito 

utilizado para o controle de ervas daninhas, poderia interferir na microbiota de 

animais que vivem perto de áreas agrícolas, em específico, animais 

polinizadores como as abelhas. Como resultado, eles observaram, em animais 

expostos a concentrações de glifosato documentadas no ambiente, uma redução 

das espécies de bactérias que promovem aumento de peso e reduzem a 

susceptibilidade à patógenos, o que poderia tornar as abelhas mais susceptíveis 

a patógenos oportunistas, bem como afetar sua efetividade como polinizadoras 

(38). 

A exposição dos seres humanos a agrotóxicos pode causar uma série de 

doenças, sendo os principais afetados, agricultores e trabalhadores 

ocupacionais, devido à necessidade de manipular e aplicar esses compostos 

(39). Contudo, toda população também é susceptível às múltiplas formas de 

exposição aos agrotóxicos, sendo as principais pelo ar, água e alimentos 

contaminados. Pelo ar, destaca-se a contaminação por aerossóis com meia-vida 

maior e agrotóxicos transportados através da volatilização, pela água e pelos 

alimentos, através dos resíduos de agrotóxicos presentes nos mesmos (40). 

A exposição aos agrotóxicos pode ser aguda ou crônica. A exposição 

aguda ocorre quando o indivíduo é exposto a altas quantidades do agrotóxico 

em um curto período, podendo causar irritação e erupções cutâneas, ardência 

nos olhos, nas mucosas nasal e oral, dificuldade para respirar, dor abdominal, 

náuseas, vômito, entre outros (41). Já a crônica se dá após exposições contínuas 

a pequenas quantidades dos agrotóxicos e os efeitos podem começar a aparecer 

meses ou anos após a exposição, podendo causar anormalidades reprodutivas 
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ou na produção de hormônios, problemas no desenvolvimento, neoplasias, entre 

outros (42).  

Calvert e colaboradores monitoraram casos de intoxicação aguda por 

agrotóxicos em trabalhadores rurais nos Estados Unidos entre os anos de 1998 

e 2005 e reportaram 3.271 casos nesse período. Desse total, 71% dos 

trabalhadores eram agricultores, sendo que 87% apresentaram sintomas leves 

de intoxicação, 12% sintomas de média gravidade e 0,6% sintomas graves. Os 

sintomas mais presentes incluíam dor de cabeça, náusea, irritação nos olhos, 

tontura, problemas respiratórios e dermatológicos (43). 

Em um estudo de coorte realizado de 2002 a 2008 no Sri Lanka, foi 

relatado que 9.302 pacientes foram admitidos em hospitais após ingerirem, por 

vontade própria, algum agrotóxico. Desse total, 3.256 indivíduos relataram que 

o composto ingerido pertencia ao grupo dos organofosforados. A média de 

mortalidade apontada foi de 10,1%, sendo que, o dimetoato, a fentiona e o 

paraquat foram responsáveis por 47% dos óbitos (44). 

Em 2007, Hoppin e colaboradores avaliaram fazendeiros do Iowa e 

Carolina do Norte, que utilizavam agrotóxicos nas plantações, e observaram uma 

relação positiva entre o uso de agrotóxicos e bronquite crônica. Um total de 654 

fazendeiros reportaram histórico de bronquite crônica após 19 anos de idade e, 

a partir disto, foram significativamente associados 14 inseticidas e 4 herbicidas 

a este histórico. O agrotóxico que apresentou maior odds ratio quando 

relacionado à prevalência de bronquite crônica foi o heptacloro, um inseticida 

organoclorado(45). 

Parrón e colaboradores realizaram um estudo de caso controle de base 

populacional no sul da Espanha com dados coletados de hospitais entre os anos 

1998 e 2005 para avaliar o risco de câncer. Eles observaram que a prevalência 

de câncer de estômago, colorretal, fígado, pele, bexiga e encéfalo era 

significativamente maior nas áreas onde eram utilizados mais agrotóxicos. Além 

disso, quando avaliados por sexo, observou-se aumento significante no risco de 

câncer na próstata, testículo, ovário e colo do útero nas regiões com maior 

exposição aos agrotóxicos (46). 
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3.1.3 Legislação, Classificação Toxicológica e de Risco Ambiental 
 

 

Com o objetivo de orientar sobre os riscos relacionados ao uso dos 

agrotóxicos e seu descarte correto, no Brasil, é seguida a Resolução da Diretoria 

Colegiada (RDC) n°296/2019, que estabelece as informações obrigatórias que 

devem constar nos rótulos e bulas dessas substâncias. A RDC n°296/2019 adota 

as diretrizes de rotulagem do Sistema Globalmente Harmonizado de 

Classificação e Rotulagem de Produtos Químicos (Globally Harmonized System 

of Classification and Labeling of Chemicals - GHS), elaborado pelas Nações 

Unidas em 2002, com a finalidade de padronizar a rotulagem e facilitar a 

comunicação das informações relativas, principalmente, aos riscos da exposição 

a estes produtos (47). 

Nos rótulos devem estar presentes informações de cuidados relativos à 

saúde humana, como precauções de uso e recomendações gerais, primeiros 

socorros, antídotos e tratamentos, telefones em caso de emergência, além dos 

pictogramas recomendados pela Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO), palavras de advertência, frases de perigo, cor 

da faixa e sua classificação toxicológica do perigo (47).  

A cor da faixa e classificação toxicológica seguem o padrão mostrado na 

Figura 1, onde os agrotóxicos são classificados em categorias que vão desde a 

categoria 1, extremamente tóxicos, até a categoria 5, improváveis de causar 

dano agudo. Também existe uma sexta categoria, a de compostos não 

classificados, onde se encontram produtos de baixíssimo risco como, por 

exemplo, agrotóxicos de origem biológica (48). 
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Além da classificação toxicológica, os agrotóxicos são classificados por 

seu Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA), avaliado pelo Ministério do 

Meio Ambiente. Para a determinação do PPA, são utilizados parâmetros como 

transporte, persistência, bioconcentração e ecotoxicidade a diversos 

organismos. Para avaliar cada parâmetro, são realizados estudos físico-

químicos e ecotoxicológicos por laboratórios nacionais e internacionais que 

enviam os relatórios ao Ibama. Em posse desses documentos, o Ibama procede 

à avaliação e validação e, conforme tabela específica,  realiza a classificação de 

cada composto (Tabela 1) (49).  

 

Quadro 1 - Classificação quanto à avaliação do Potencial de Periculosidade Ambiental 
desenvolvida pelo Ibama nos anos 90. Fonte: Ibama(49) 

Classe I Produto ALTAMENTE PERIGOSO ao meio ambiente 

Classe II Produto MUITO PERIGOSO ao meio ambiente 

Classe III Produto PERIGOSO ao meio ambiente 

Classe IV Produto POUCO PERIGOSO ao meio ambiente 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Classificação toxicológica seguindo as normas estabelecidas pelo GHS. Fonte: 
Anvisa. 
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 3.1.4 Agrotóxicos Registrados No Brasil 
 

 

O Brasil encerrou o ano de 2021 com 562 agrotóxicos liberados, número 

14% maior quando comparado ao ano de 2020, que teve 493 agrotóxicos 

registrados. O número de registros de agrotóxicos no Brasil vem aumentando 

significativamente desde 2016, com crescimento de 50% nos últimos 6 anos 

(Figura 2) (9). Nesse mesmo período, foram registrados 8 novos princípios 

ativos, entre os quais o ciclaniliprole, um inseticida que se enquadra na categoria 

não classificado, de acordo com as normas do GHS, mas não é aprovado para 

uso na União Europeia pelo seu alto potencial de contaminação das águas 

subterrâneas e pela falta de estudos a respeito dos riscos que seus metabólitos 

podem trazer ao consumidor (50,51). Entre esses agrotóxicos registrados e 

liberados para uso no Brasil, encontram-se a ametrina e o carbosulfano. 

 

 

Figura 2. Total de agrotóxicos, componentes e afins registrados por ano. Fonte: MAPA (9) 
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3.1.4.1 Ametrina 
 

 

A ametrina é um herbicida e pertence ao grupo químico das triazinas, tem 

como nome químico N2-etil-N4-isopropil-6-metiltio-1,3,5-triazina-2,4-diamina. 

Sua fórmula molecular é C9H17N5S, seu peso molecular é de 227,33 g/mol e se 

apresenta na forma de pó branco (52). 

 

 

Figura 3. Fórmulas estrutural e 3D da Ametrina. Fonte: National Center for Biotechnology 
Information (52) 

 

Os produtos que contêm ametrina em sua formulação são classificados 

como Classe III ou Categoria 3 de acordo com a classificação toxicológica do 

GHS, sendo considerados moderadamente tóxicos. Quanto ao seu PPA, são 

classificados como Classe II, ou seja, produtos muito perigosos ao meio 

ambiente (53). Vale ressaltar que esse agrotóxico não é aprovado para uso na 

União Europeia devido a sua toxicidade a ambiente aquático e por apresentar 

alta toxicidade aguda (54). 

No quadro 2, podemos observar um resumo com as principais 

características da ametrina como seu grupo químico, sua fórmula química, sua 

classe, em quais culturas é utilizado, suas classificações toxicológicas e de 

potencial de periculosidade ambiental e os países onde seu uso ainda é 

permitido. 
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Quadro 2 – Resumo das principais características da ametrina. 

Ametrina 

Grupo químico Triazina 

Fórmula química C9H17N5S 

Classe Herbicida 

Cultura Abacaxi, algodão, banana, 

café, cana-de-açúcar, citros, 

mandioca, milho e uva 

Classificação 

Toxicológica 

Categoria 3 – Moderadamente 

tóxico 

Potencial de 

Periculosidade 

Ambiental 

Classe II – Muito perigoso ao 

meio ambiente 

Países cujo uso é 

permitido 

Brasil, Estados Unidos e 

Austrália 

 

No Brasil, a ametrina é utilizada nas culturas de cana-de-açúcar, abacaxi, 

algodão, banana, café, citros, mandioca, milho e uva e atua como herbicida 

seletivo de ação sistêmica, ou seja, elimina ervas daninhas e outras plantas 

consideradas intrusas, enquanto a cultura desejada permanece crescendo 

(55,56). Ela pertencente ao grupo das triazinas e atua como inibidora do 

fotossistema II (FSII), interrompendo o fluxo de elétrons através da sua ligação 

à proteína D1 e, de maneira competitiva, impede a ligação da plastoquinona “QB” 

e a transferência de elétrons do FSII para o complexo Cyt b/f. Em resumo, ela 

promove redução da produção de energia pela planta, fazendo com que ela 

morra devido à formação de radicais livres (56).  

Em estudo realizado pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos (United States Environmental Protection Agency), a ametrina foi 

considerada moderadamente tóxica para animais invertebrados e marinhos 

sujeitos à exposição aguda e muito tóxica para a microalga Pseudokirchneriella 
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subcapitatum (57). Além disso, em estudo realizado por Queiroz e 

colaboradores, foi demonstrado que a ametrina tem potencial para alcançar o 

lençol freático, o que pode levar à contaminação de rios e lagos próximos aos 

locais de uso (58).  

Santos e colaboradores, em 2015, realizaram estudos com ratos Wistar 

buscando esclarecer os mecanismos de toxicidade da ametrina. Como 

resultados, observaram que quando ocorre exposição crônica, a ametrina é 

hepatotóxica, pois promove estresse oxidativo e genotóxica, pois causa danos a 

eritrócitos presentes na medula óssea (59). 

Em 2018, Lin e colaboradores realizaram um estudo para avaliar a 

toxicidade da ametrina em peixes zebra (Danio rerio) e observaram que esse 

composto promoveu má formação no estágio larval. Além disso, uma análise da 

ontologia gênica, mostrou que proteínas envolvidas na glicólise, transporte de 

lipídios, polimerização de proteínas e ligação de nucleotídeos, se encontravam 

mais presentes, enquanto proteínas relacionadas à fosforilação oxidativa e 

algumas proteínas ribossomais, estavam menos presentes nos embriões 

expostos à ametrina. Alterações nessas proteínas podem levar a anormalidades 

no desenvolvimento dos embriões (60).  

 
 

3.1.4.1 Carbosulfano 

 

 

 O carbosulfano é um inseticida, nematicida e acaricida, pertencente ao 

grupo químico dos carbamatos, tem como nome químico 2,3-dihidro-2,2-

dimetilbenzofuran-7-il(dibutilaminotio)metilcarbamato. Sua fórmula química é 

C20H32N2O3S, seu peso molecular é 320,5 g/mol e se apresenta como líquido 

marrom viscoso (61).  
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Figura 4. Fórmulas estrutural e 3D do Carbosulfano. Fonte: National Center for Biotechnology 
Information (61) 

 

Produtos que contêm carbosulfano em sua formulação são classificados 

como Classe II ou Categoria 2, de acordo com a classificação toxicológica do 

GHS, sendo considerados altamente tóxicos. Quanto ao seu PPA, são 

classificados como Classe II, ou seja, produtos muito perigosos ao meio 

ambiente (62). O carbosulfano não é aprovado para uso na União Europeia em 

decorrência da sua toxicidade, presença de impurezas carcinogênicas e 

formação de metabólitos potencialmente genotóxicos. Além disso, há 

insuficiência de dados sobre seu potencial ecotóxico, considerando o risco de 

contaminação de águas subterrâneas (63). No Brasil, o carbosulfano é utilizado 

em culturas de algodão, cana-de-açúcar, eucalipto, milho e soja (62). 

No quadro 3, podemos observar um resumo com as principais 

características do carbosulfano como seu grupo químico, sua fórmula química, 

sua classe, em quais culturas é utilizado, suas classificações toxicológicas e de 

potencial de periculosidade ambiental e os países onde seu uso ainda é 

permitido. 
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Quadro 3 - Resumo das principais características do carbosulfano. 

Carbosulfano 

Grupo químico Carbamato 

Fórmula química C20H32N2O3S 

Classe Acaricida/Inseticida/Nematicida 

Cultura Algodão, cana-de-açúcar, 

eucalipto, milho e soja 

Classificação 

Toxicológica 

Categoria 2 – Altamente tóxico 

Potencial de 

Periculosidade 

Ambiental 

Classe II – Muito perigoso ao 

meio ambiente 

Países cujo uso é 

permitido 

Brasil, Estados Unidos e 

Austrália 

 

Agrotóxicos do grupo químico dos carbamatos são inibidores da 

acetilcolinesterase (AChE), ou seja, afetam o sistema nervoso por meio da 

quebra dessa enzima, promovendo acúmulo de acetilcolina nas sinapses e 

junções neuromusculares. A AChE catalisa a hidrólise do neurotransmissor 

acetilcolina (ACh). A acetilcolina se liga ao grupo hidroxila do resíduo de serina 

203 no centro ativo da AChE, gerando um intermediário que, ao ser quebrado, 

regenera uma enzima ativa, durante esse processo ocorre a hidrolise da 

acetilcolina(64). Os carbamatos promovem a carbamilação desse resíduo de 

serina, formando um intermediário carbamilo com a acetilcolinesterase, o que 

gera uma enzima mais estável e com menor taxa de hidrólise e de regeneração 

da enzima ativada. Esse também é um mecanismo de ação dos agrotóxicos do 

grupo dos organofosforados (64,65). 

Giri e colaboradores, em 2002, realizaram um estudo utilizando 

camundongos albinos Swiss para avaliar o potencial genotóxico do carbosulfano. 

Como resultado, constataram que ele promoveu vários tipos de aberrações 
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cromossômicas estruturais, sendo mais frequentes as quebras e eliminações de 

cromátides, aumento no número de eritrócitos policromáticos micronucleados e 

anormalidades na cabeça dos espermatozoides (66). 

Em estudo realizado por Banji e colaboradores, em 2014, ratos Wistar 

foram utilizados para avaliar as consequências da exposição ao carbosulfano 

nos estágios iniciais do desenvolvimento. Como resultados, foram evidenciadas 

alterações na função motora e maior ansiedade nos filhotes, além de prejuízo no 

crescimento. Também foram observados diminuição nos níveis da AChE e 

aumento de proteínas carboniladas e de um marcador de peroxidação lipídica, o 

malondialdeído (67). 

Em 2015, Dhouib e colaboradores avaliaram o efeito da exposição 

subcrônica ao carbosulfano em ratos e observaram diminuição da atividade da 

aceticolinesterase no plasma. No fígado, evidenciaram aumento da atividade da 

alanina aminotransferase (ALT), diminuição nos níveis de albumina e indução de 

peroxidação lipídica. Também observaram diminuição do número de linfócitos T 

CD8+ nos ratos tratados com este agrotóxico, sugerindo potencial 

imunossupressor (68). 

 

3.2 DESREGULADORES ENDÓCRINOS  

 
 

Desreguladores endócrinos (DEs) podem ser definidos como substâncias 

ou misturas exógenas que alteram as funções do sistema endócrino, podendo 

causar efeitos adversos à saúde de um organismo, seus descendentes ou 

subpopulações (13). 

Originalmente, acreditava-se que os DEs exerciam suas funções 

principalmente através de receptores nucleares hormonais como os receptores 

de estrogênio, androgênio, progesterona e tireoidiano. Contudo, sabe-se, 

atualmente, que as vias de atuação dos DEs são muito mais amplas (69).  

Eles podem atuar se ligando a diferentes tipos de receptores, sejam eles 

nucleares, de membrana, neurotransmissores como serotonina e dopamina, 

receptores considerados órfãos e podem agir, ainda, sobre uma série de outros 

mecanismos relacionados ao o sistema endócrino e reprodutivo (69). 
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Um desregulador endócrino tem a capacidade de mimetizar hormônios 

naturais como estrogênio e hormônios tireoidianos. Além disso, pode se ligar a 

um receptor presente em uma célula e impedir a ligação de hormônios 

endógenos, bloqueando sua interação com hormônios naturais (70).  

Ao interferir no sistema endócrino, o desregulador endócrino pode 

promover diversos efeitos como alterações na fertilidade, quantidade de 

espermatozoides, anormalidades em órgãos sexuais, endometriose, alterações 

no sistema nervoso e no sistema imune, alguns tipos de câncer, problemas 

metabólicos como obesidade e diabetes, entre outros (69). 

Desreguladores endócrinos podem ser classificados em duas categorias, 

naturais e sintéticos. Os DEs naturais são encontrados em diversos alimentos, 

tais como grãos, frutas e vegetais. Como exemplos, podem ser citados os 

fitoestrógenos como a genisteína e o coumestrol que são encontrados 

principalmente na soja e apresentam atividade estrogênica mais fraca que os 

estrogênios endógenos. Já os DEs sintéticos são substâncias encontradas no 

meio ambiente em decorrência a atividade humana, tais como bifenilas 

policloradas (PCBs) utilizadas em solventes e lubrificantes industriais, bisfenol A 

e ftalatos presentes em materiais plásticos, agrotóxicos, alguns agentes 

farmacêuticos como dietilestilbestrol (DES), entre outros (69). 

A exposição aos desreguladores endócrinos pode ocorrer por diversas 

formas, tais como a inalação de gases ou partículas suspensas, o consumo de 

água e alimentos contaminados, o contado com o solo contaminado e através 

do contato direto com essas substâncias (71). Além disso, podem ser 

transferidos da mãe para o feto através da placenta ou da mãe para a criança 

através do leite materno, podendo acarretar alterações no desenvolvimento que, 

muitas vezes, não são notadas no início do desenvolvimento (70). 

Alguns DEs possuem meia vida longa, demoram mais para serem 

metabolizados e permanecem no ambiente por um período prolongado, sendo 

denominados poluentes orgânicos persistentes (POPs). Essas substâncias, 

assim como outros desreguladores endócrinos, são lipofílicas e apresentam 

potencial de bioacumulação, ou seja, se movimentam ao longo das cadeias 

alimentares e podem acumular no tecido adiposo, de forma modo que o 

organismo fique exposto a elas por tempo prolongado (72,73). 
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Um dos primeiros compostos a ser considerado desregulador endócrino 

foi o dietilestilbestrol (DES), o primeiro estrogênio não esteroidal que era 

prescrito para mulheres grávidas entre os anos 1940 a 1970 com intuito de 

reduzir complicações durante a gestação (74). Contudo, em 1971, um estudo 

realizado por Herbst e colaboradores mostrou aumento nos casos de 

adenocarcinoma vaginal em mulheres cujas mães haviam utilizado DES durante 

a gravidez (75). Outro estudo publicado em 2009, mostrou que a exposição pré-

natal de homens ao DES aumentou o risco de câncer de próstata, infertilidade e 

anormalidades urogenitais (76). 

Outro desregulador endócrino já bem estudado é o bisfenol A (BPA), 

utilizado na fabricação de embalagens plásticas para diversos tipos de 

alimentos. O BPA apresenta propriedades semelhantes à de alguns hormônios 

e pode se ligar aos receptores de estrogênio, androgênio e tireoide e pode 

aumentar o risco de câncer de próstata e mama (72,77). 

Alguns agrotóxicos também possuem efeito desregulador endócrino. 

Swan e colaboradores, em 2003, mostraram que homens expostos a agrotóxicos 

como alacloro e atrazina apresentaram alterações hormonais, na morfologia e 

número de espermatozoides e no líquido seminal (78). Um estudo realizado por 

Cirillo e colaboradores, em 2021, avaliou os efeitos do DDT sobre netas de 

mulheres que foram expostas a esse agrotóxico. Eles mostraram que elas 

apresentaram mais chances de desenvolver obesidade e puberdade precoce, 

que está relacionada ao o risco aumentado de desenvolvimento de doenças 

graves como câncer de mama e doenças cardiometabólicas (79). 

Alguns DEs podem ser classificados como obesogênicos ambientais, 

termo utilizado pela primeira vez em 2006 por Felix Grün e Bruce Blumberg para 

se referir a produtos químicos de origem natural ou sintética, que promovem a 

obesidade através do aumento do número de adipócitos ou do armazenamento 

de gordura em células já existentes (16). 

O tributilestanho é um dos obesogênicos ambientais mais estudados. Um 

estudo realizado em 2010 por Li e colaboradores mostrou que o TBT tem a 

capacidade de induzir adipogênese e aumentar a expressão de genes 

adipogênicos como adiponectina e leptina de maneira dependente de PPARγ 

(80). Em estudo realizado em 2006 por Grun e colaboradores, utilizando 

camundongos adultos tratados durante 24 horas com TBT, observou-se o 
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aumento na expressão de genes adipogênicos no tecido adiposo epididimal e no 

fígado (28). 

 

 

          3.3 RECEPTORES NUCLEARES 

 

 

Receptores nucleares (RNs) são uma superfamília de fatores 

transcricionais que atuam em diversos processos fisiológicos, desde a regulação 

do metabolismo até a proliferação e morte celular. Até o momento, foram 

identificados, no genoma humano, 48 tipos de receptores nucleares (81,82). 

Para regular a atividade transcricional, os receptores nucleares interagem 

com ligantes, e se ligam a sequências específicas de DNA, conhecidas como 

elementos responsivos aos receptores nucleares (83).  

A maioria dos receptores nucleares é regulada de maneira endógena por 

ligantes lipofílicos, como esteroides, fosfolipídios e retinóides. Contudo, essa 

família de receptores também compreende membros para aos quais os ligantes 

ainda não foram identificados (84). 

Com relação à estrutura, os RNs são constituídos por vários domínios 

funcionais, que podem executar sua função de maneira autônoma. Na região 

NH2-terminal (A/B), encontra-se o domínio AF-1 (função de ativação 1), que 

apresenta função de ativação independente do ligante. Essa região também é o 

local onde os vários tipos de receptores se diferenciam entre si, sendo o domínio 

menos conservado, tanto em tamanho quanto em sequência de aminoácidos. 

Em seguida, encontra-se o domínio de ligação ao DNA (DBD) ou região C, região 

mais conservada entre os receptores, tendo como principal função, reconhecer 

e promover a ligação do receptor a regiões específicas do DNA, denominadas 

elementos responsivos aos hormônios, que estão localizadas nos promotores de 

seus genes alvo (83,85).  

Os RNs também apresentam um domínio de ligação ao ligante (LBD) ou 

região E, que é multifuncional. Nesse domínio ocorre a interação com o ligante, 

a homodimerização ou heterodimerização do receptor e a associação com 

proteínas correguladoras. No LBD também se localiza o motivo AF-2 (função de 
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ativação 2) que, ao contrário do AF-1, é responsável pela ativação transcricional 

dependente do ligante (86).  

Entre o DBD e o LBD se encontra o domínio D, também conhecido como 

dobradiça, por funcionar como uma articulação entre essas regiões, permitindo 

a rotação do DBD e a interação com diversas sequências do elemento 

responsivo (83). Alguns receptores apresentam um domínio terminal COOH ou 

região F, contudo sua função ainda é desconhecida (83).  

Na Figura 5 podem ser observados todos os domínios descritos 

anteriormente, mostrando, assim, a organização estrutural de um receptor 

nuclear. 

 

Figura 5. Organização estrutural de um receptor nuclear. Receptores nucleares apresentam 
dois domínios bem conservados, o domínio de ligação ao DNA (DBD) e o domínio de ligação 
ao ligante (LBD) que estão localizados na região C-terminal. A maioria dos receptores 
nucleares também apresenta domínios menos conservados como o N-terminal e o COOH. Eles 
também apresentam regiões importantes para a atividade transcricional, os domínios AF-1 e 
AF-2, localizados na região N-terminal e no domínio LBD, respectivamente. Figura adaptada 

de: Benoit et al. Digging deep into the pockets of orphan nuclear receptors: insights from 
structural studies. Trends in Cell Biology. 2004;14(7): 369-376 (87) 

 

Muitos receptores nucleares apresentam papéis fundamentais no 

desenvolvimento de algumas doenças e, devido a isto, eles têm sido utilizados 

para o desenvolvimento de moléculas sintéticas que possam atuar mimetizando 

a ação de um ligante endógeno típico, os agonistas, ou que possam bloquear a 

ação dos ligantes endógenos, os antagonistas (87). Para a maioria dos 

receptores, os agonistas se ligam ao domínio LBD, promovendo uma mudança 

conformacional que leva ao recrutamento de proteínas coativadoras, resultando 

no aumento da transcrição do gene alvo. No caso de ligantes com efeito 

antagonista, sua ligação ao LBD impede que essa mudança conformacional 

aconteça, não ocorrendo o recrutamento das proteínas coativadoras e o estímulo 

à transcrição (88). 
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A superfamília de receptores é subdividida em três classes, de acordo 

com a natureza química dos ligantes, sendo elas a dos receptores endócrinos, 

dos receptores “órfãos adotados” e dos receptores “órfãos verdadeiros”. 

A classe de receptores endócrinos engloba receptores com grande 

afinidade por hormônios lipossolúveis e vitaminas. Estão presentes nessa classe 

receptores essenciais para o controle da homeostase do sistema endócrino, 

incluindo os receptores para hormônios esteroides, receptores de hormônios 

tireoidianos (TRs), receptor de glicocorticoide (GR), receptores de ácido retinóico 

(RAR) e receptores de vitamina D (VDR) (89). 

Os receptores “órfãos adotados”, são assim denominados porque, quando 

descobertos, não possuíam ligantes conhecidos, sendo considerados “órfãos”. 

Após a identificação de seus ligantes naturais, passaram a ser denominados 

órfãos adotados. Nessa classe estão os receptores com baixa afinidade por 

lipídeos dietéticos e xenobióticos que formam heterodímeros com RXRα, 

incluindo o receptor pregnano X (PXR) e os receptores ativados por 

proliferadores peroxissomais (PPARs), que atuam na regulação da homeostase 

de lipídeos e carboidratos (89). 

Os receptores órfãos verdadeiros constituem uma classe identificada 

através de análises comparativas das suas sequências de aminoácidos com as 

de membros conhecidos da superfamília de receptores nucleares. Considerando 

que seus ligantes naturais ou sintéticos ainda não foram descobertos, são 

denominados “órfãos verdadeiros” (90). Dentre os receptores nucleares dessa 

classe se encontram o receptor testicular, o receptor 4A e o receptor nuclear 

específico da célula fotorreceptor (PNR). Quanto à regulação da sua atividade, 

existe a possibilidade que seja através de sua própria expressão, modificações 

covalentes, disponibilidade de proteínas coativadoras ou pela combinação 

desses fatores. Apesar dos poucos conhecimentos sobre esses receptores, 

evidências genéticas apontam que eles podem estar envolvidos na regulação 

metabólica (89). 
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           3.3.1 Receptores Ativados Por Proliferadores Peroxissomais 

 
 

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) 

compreendem três isoformas, o PPARα, PPARβ e o PPARγ, que se diferem em 

sua distribuição tecidual, ligantes e papéis fisiológicos (91). 

Esses receptores são fatores de transcrição dependentes de ligantes que 

regulam a expressão do gene alvo, ligando-se a elementos responsivos 

específicos de proliferadores peroxissomais (PPREs), presentes nos promotores 

dos seus genes alvo. Cada receptor se liga a seu PPRE como um heterodímero 

com o RXRα e, ao se ligar a um agonista, sofre uma mudança conformacional 

caracterizada pela formação de uma fenda de ligação e, então, ocorre o 

recrutamento de coativadores, como o SRC-1 (co-ativador 1 do receptor de 

esteroides) (91). 

A primeira clonagem de PPAR foi feita com o PPARα e ocorreu durante a 

pesquisa por alvos moleculares de agentes de proliferação de peroxissomos 

hepáticos em roedores. Desde então, vários estudos foram realizados e 

conduziram à descoberta de uma grande variedade de ácidos graxos 

poliinsaturados e eicosanóides como ligantes fisiológicos dos PPARs (91,92). 

 

 

           3.3.1.1 PPARα 
 

 

 

O PPARα atua como indutor de β-oxidação e transporte de ácidos graxos, 

sendo altamente expresso em tecidos como o adiposo marrom, hepático, 

muscular esquelético, renal e cardíaco (93). Também se encontra presente na 

parede vascular e em células espumosas humanas, onde exerce efeitos anti-

inflamatórios e antiaterogênicos (94). 

Esse receptor nuclear atua como sensor nutricional, permitindo a 

adaptação dos níveis de oxidação de ácidos graxos, lipogênese e síntese de 

corpos cetônicos em resposta à alimentação e jejum (95). 

O PPARα é ativado por uma ampla gama de ácidos graxos endógenos 

como ácido linoleico e ácido palmítico, eicosanoides como LTB4 e os ácidos 
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hidroxieicosatetraenóicos (HETEs) e por ligantes sintéticos como GW7647, 

WY14643 e fibratos como o bezafibrato e fenofibrato, que são utilizados no 

tratamento de dislipidemia (96).   

Estudos mostram que, em roedores, a ativação do PPARα está associada 

à redução da esteatose, inflamação e fibrose hepática (97). Já em humanos com 

esteatose hepática, a expressão de PPARα é menor e aumenta após mudanças 

no estilo de vida ou cirurgia bariátrica, o que é acompanhado de melhora no 

aspecto histológico do fígado (98). Além disso, estudos in vivo também 

mostraram que a ativação do PPARα por um agonista diminui os níveis de 

triglicerídeos, possivelmente por seu efeito sobre os ácidos graxos e o 

metabolismo de lipoproteínas (99). 

Há trabalhos mostrando que alguns desreguladores endócrinos têm 

capacidade de promover a ativação de PPARα, como alguns ftalatos e seus 

metabólitos e alguns agrotóxicos como o diclofope-metílico, piretrinas e imazalil 

(100,101). 

 

 

           3.3.1.2 PPARβ 
 

 

O PPARβ é a isoforma menos estudada dentre os PPARs. Ele é expresso 

em adipócitos, no coração, na musculatura esquelética, no fígado e em 

macrófagos (102). No fígado é expresso, principalmente, nos hepatócitos e em 

células endoteliais, mas também se encontra em células de Kupffer, o que 

sugere que ele pode influenciar a atividade inflamatória e fibrose (103).  

Estudos realizados por Hellemans e colaboradores, em 2003, indicam que 

a ativação de PPARβ também pode levar a um aumento na proliferação de 

células hepáticas estreladas e regular o metabolismo da vitamina A (104,105). 

Em geral, a ativação desse receptor está relacionada com a oxidação de ácidos 

graxos mitocondriais, gasto de energia e termogênese (89). 

Entre os seus ligantes, encontram-se alguns ácidos graxos como ácido 

araquidônico e ácido linoleico, eicosanoides como a prostaciclina e ligantes 

sintéticos como GW501516 e GW0742 (96). 
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Um estudo utilizando animais obesos com resistência insulínica mostrou 

que, o tratamento com o agonista de PPARβ GW501516, promoveu grande 

aumento no HDL (lipoproteína de alta densidade) e diminuição nos triglicerídeos, 

LDL (lipoproteína de baixa densidade) e nos níveis de insulina em jejum (106). 

Atualmente, estão sendo testados medicamentos para dislipidemia que 

envolvem a ativação de PPARβ com foco no seu potencial em aumentar o HDL 

(107). O MBX-8025, novo agonista desse receptor, foi avaliado em um estudo 

duplo-cego randomizado, que incluiu 181 homens e mulheres com sobrepeso e 

dislipidemia. Nesse estudo, os participantes receberam placebo, atorvastatina, 

medicamento indicado para diminuir colesterol total e LDL, MBX-8025 ou uma 

combinação de atorvastatina e MBX-8025. Eles observaram que os indivíduos 

tratados com MBX-8025 apresentaram resultado favorável no perfil lipídico e 

diminuição de enzimas do fígado, dentre elas a fosfatase alcalina (108). 

 

 

           3.3.1.3 PPARγ 
 

 

O PPARγ é expresso, principalmente, no tecido adiposo, sendo o 

regulador chave da adipogênese e tem papel importante no processo de 

armazenamento de lipídeos (109). A ativação desse receptor, aumenta o número 

de adipócitos e promove a realocação e armazenamento de gordura no tecido 

adiposo, protegendo outros órgãos e tecidos periféricos da lipotoxicidade (110). 

Sua ativação nos adipócitos também garante que a secreção de adipocitocinas, 

como a adiponectina e leptina, seja balanceada. Essas adipocitocinas atuam 

como mediadores da ação da insulina em tecidos periféricos, mantendo a 

sensibilidade à insulina em todo o corpo (111). 

O PPARγ possui 4 subtipos de RNA mensageiro que se originam de 

promotores diferentes, sendo eles o -γ1, expresso em uma ampla gama de 

tecidos que incluem o coração, rins e pâncreas, o -γ2, expresso principalmente 

no tecido adiposo branco, o -γ3, expresso no intestino grosso, tecido adiposo 

branco e em macrófagos e o -γ4, expresso em células endoteliais (112). 

Contudo, apenas duas proteínas são sintetizadas devido ao uso de promotores 

diferentes e do splicing alternativo na extremidade 5’ do gene. Os PPAR -γ1, -γ3 
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e -γ4 dão origem ao PPARγ 1, expresso no tecido adiposo, retina, células 

hematopoiéticas, cólon e bexiga e o PPAR -γ2 origina o PPARγ 2, altamente 

expresso nos tecidos adiposos branco e marrom (113). 

De modo similar ao PPARα, o PPARγ é ativado por diversos ligantes 

naturais como ácido araquidônico, ácido docosa-hexaenóico, prostaglandinas e 

HETEs e ligantes sintéticos, entre os quais se destacam as tiazolidinadionas 

(TZDs) como a rosiglitazona e a pioglitazona, uma classe de medicamentos 

caracterizada por apresentar efeitos sensibilizadores de insulina (96,114). As 

TZDs promovem armazenamento de ácidos graxos no tecido adiposo, 

aumentando sua massa, enquanto poupa o músculo e o fígado (115). Contudo, 

esses medicamentos podem apresentar efeitos adversos como insuficiência 

cardíaca (116,117) e, devido a isso, apenas a pioglitazona continua sendo 

utilizada no tratamento de pacientes diabéticos (118). 

Estudos mostram que ligantes de PPARγ têm a capacidade de inibir a 

produção de TNFα, IL-1β e IL-6 (119). A ativação desse receptor também inibe 

a atividade de fatores de transcrição pro-inflamatórios induzidos por citocinas 

como AP-1, NF-κ/β e STAT1 (120). 

Alguns desreguladores endócrinos descritos na literatura promovem a 

ativação de PPARγ. Dentre eles podem ser citados o TBT e o DBT, utilizados 

como estabilizadores na fabricação do policloreto de polivinila (PVC) (27,28), 

alguns análogos halogenados de bisfenol A, utilizados na fabricação de plásticos 

(121), e agrotóxicos como diazinon e o triflumizol (122,123). 

 

 

           3.3.2 Receptor de Glicocorticoide 
 

 

O receptor de glicocorticoide (GR) está localizado no citoplasma ligado a 

chaperonas como a proteína de choque térmico 90 (PCT90), na ausência de 

glicocorticoides. Quando um ligante interage com este receptor, ocorre uma 

mudança conformacional, fazendo com que ele seja translocado para o núcleo, 

onde exercerá suas funções de transativação e transrepressão (124). 

O GR regula a expressão dos seus genes alvo através da ligação direta 

aos elementos responsivos a glicocorticoides (GREs) ou através da interação 

com outros fatores de transcrição ligados ao DNA. Uma vez ligado ao GRE como 
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homodímero, o GR permite a montagem de complexos macromoleculares 

distintos, que incluem proteínas coativadoras, fatores de remodelação da 

cromatina e outros fatores que direta ou indiretamente, envolvem a maquinaria 

transcricional (125). 

O GR reprime a resposta transcricional de sinais inflamatórios, sendo um 

componente essencial para a homeostase e um mecanismo primário por meio 

do qual seus agonistas naturais ou sintéticos exercem efeitos anti-inflamatórios. 

A regulação negativa da resposta inflamatória pode resultar da habilidade do GR 

de interferir, através da transrepressão, na atividade de outros fatores de 

transcrição dependentes de sinais, incluindo o NF-κβ e a AP-1 (126,127).  

Os genes controlados pelo GR na transativação, estão envolvidos na 

regulação metabólica e promovem aumento dos níveis de glicose no sangue, 

gliconeogênese e mobilização de aminoácidos e ácidos graxos (128). 

O GR possui duas isoformas, o GRα e GRβ. O GRα se liga aos 

glicocorticoides e se transloca para o núcleo, recrutando correguladores para 

que possa exercer seus efeitos transcricionais. Já o GRβ está presente 

constantemente no núcleo, atuando como inibidor natural do GRα e além disso, 

pode regular genes não regulados pelo GRα (124). 

Com relação aos seus ligantes, o glicocorticoide natural é o cortisol, um 

hormônio derivado do colesterol secretado pela zona fasciculada das glândulas 

adrenais (129). A síntese e liberação dos glicocorticoides se dá através da 

dinâmica circadiana e regulação pelo eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (129) e 

sua disponibilidade nos tecidos é regulada pela globulina ligadora do cortisol, 

que também pode ser denominada transcortina, e pela expressão local da 

enzima 11β-hidroxisteróide desidrogenase (130). Como ligantes sintéticos, se 

encontram medicamentos que se assemelham aos glicocorticoides naturais 

como prednisona, dexametasona e budesonida que, diferente dos ligantes 

naturais, não se ligam às transcortinas (124). 

Os glicocorticoides apresentam propriedades anti-inflamatórias, 

antiproliferativas, pró-apoptóticas e antiangiogênicas e, devido a isso, são 

utilizados para o tratamento de diversas doenças como psoríase, asma e para 

prevenção de rejeição de órgãos transplantados (124,131,132).  

Apesar dos benefícios, o uso de glicocorticoides também pode 

desencadear efeitos adversos. Alguns estudos mostram que baixos níveis de 
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glicocorticoides têm sido associados com transtornos psiquiátricos como 

transtorno de estresse pós-traumático (133) e altos níveis desses hormônios têm 

sido associados a casos de depressão (134). 

O GR também possui papel na adipogênese, pois promove o aumento da 

expressão de proteínas ligantes ao amplificador (CCAAT), C/EBP-β e C/EBP-δ, 

que são importantes para ativação do PPARγ (135).  

Com relação aos desreguladores endócrinos, um estudo realizado por 

Sargis e colaboradores mostrou que 4 compostos promoveram ativação do GR, 

sendo eles o bisfenol A, o ftalato de diciclohexilo e dois agrotóxicos, a endrina e 

a tolifluanida. Esses compostos também promoveram acúmulo lipídico em 

células 3T3-L1(136). 

 

 

           3.3.3 Receptor de Hormônios Tireoidianos 
 

 

O receptor de hormônios tireoidianos atua como regulador chave das 

funções da tireoide, controlando o tamanho e o número de tireócitos, além da 

síntese e secreção dos hormônios tireoidianos (137). Distúrbios nesse receptor 

podem levar a diversas doenças como hiper e hipotireoidismo e tumores na 

tireoide (138–140). 

O TR se apresenta em duas isoformas, TRα e TRβ, que são codificadas 

por dois genes, o THRA e o THRB, respectivamente. O THRA é transcrito como 

os mRNAs TRα1 e TRα2. O TRα1 é expresso em diversos tecidos, porém é mais 

abundante no sistema nervoso central, miocárdio, trato gastrointestinal e 

musculatura esquelética. O TRα2 está presente em diversos tecidos como o 

cerebral, testicular e suas funções ainda são pouco conhecidas. O THRB é 

transcrito também como dois mRNAs, o TRβ1, que é a isoforma expressa 

predominantemente no fígado e rins e o TRβ2, que tem expressão limitada à 

retina e parte interna do ouvido (141). 

Os hormônios tireoidianos T3 (triiodotironina) e T4 (tiroxina), alteram a 

expressão gênica se ligando ao TR que por sua vez, se liga a sequências 

regulatórias do DNA, os elementos responsivos aos hormônios tireoidianos 
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(TREs), preferencialmente, como heterodímeros com o RXRα, embora também 

possa se ligar a alguns TREs como homodímeros (142).  

O TR pode atuar de maneira independente do ligante, o que pode alterar 

a taxa de transcrição dos genes dependendo se ele está ou não ligado ao T3 

(143). Na ausência de hormônios, o TR recruta um complexo de proteínas 

correpressoras, como o correpressor do receptor nuclear (NCoR) e a histona 

deacetilase, que reprimem a transcrição basal. A associação do TR a um ligante, 

promove a dissociação do complexo correpressor e uma mudança 

conformacional que leva ao recrutamento de proteínas co-ativadoras que 

medeiam a ativação transcricional (142). 

O TR possui como ligantes naturais o T3 e o T4 e como sintéticos, foram 

desenvolvidos o GC-1 e o KB-141. Em estudos realizados em ratos com 

hipotireoidismo, observou-se que o GC-1 reduziu os níveis de colesterol e de 

hormônio tireoestimulante (TSH), sem modificar a frequência cardíaca (144). 

Outro estudo utilizado o KB-141 em ratos, mostrou resultado semelhante, com 

redução dos níveis de colesterol plasmático sem a taquicardia observada nos 

animais tratados com T3 (145). 

Na literatura, foram descritos alguns desreguladores endócrinos capazes 

de alterar a atividade transcricional do TR e a sinalização do hormônio 

tireoidiano. O bisfenol A pode atuar como antagonista do TR, impedindo sua 

ativação pelo T3, suprimindo sua atividade transcricional de maneira dose-

dependente(146). A bifenila policlorada interfere na sinalização do TR e perturba 

a diferenciação de oligodendrócitos (147). A exposição in utero a alguns 

agrotóxicos do grupo dos organoclorados pode alterar os níveis de hormônios 

tireoidianos, podendo prejudicar o desenvolvimento nos estágios iniciais da 

infância (148). 
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           3.3.4 Receptor Pregnano X 
 

 

O PXR é um receptor de ampla especificidade e desempenha papel 

fundamental nas diferentes fases do metabolismo de fármacos, xenobióticos e 

esteroides (149). Devido a isto, o PXR é altamente expresso no fígado e, em 

menores níveis, no intestino, sendo, ambos órgãos, sítios importantes para o 

metabolismo de produtos químicos (150). Contudo, ele também é expresso em 

diversos outros locais como cérebro, próstata, coração, estômago, ovário, 

medula óssea e apresenta elevada expressão em alguns tipos de cânceres como 

de mama, ovário, próstata e osteosarcoma (151). 

Quando esse receptor é ativado, forma um heterodímeros com o RXRα, 

se liga a promotores específicos, promovendo a expressão de genes alvo como 

o do citocromo P450 3A4 (CYP3A4) e da proteína de resistência a múltiplas 

drogas 1 (MDR1) (152).  

O PXR também é importante para a proteção de sistema endócrino contra 

os desreguladores endócrinos pois, ao identificar concentrações elevadas 

dessas substâncias, estimula vias de desintoxicação, resultando na diminuição 

da interação dos desreguladores endócrinos com outros receptores nucleares 

(152). Esse receptor também tem a capacidade de regular a homeostase da 

glicose e de lipídeos, diminuindo o risco de algumas doenças como esteatose 

hepática e de hiperglicemia (153). 

O PXR tem a capacidade de interagir com diversos tipos de ligantes com 

diferenças estruturais significativas, dentre eles os esteroides endógenos como 

o ácido litocólico, alguns metabólitos do colesterol e diversos ligantes sintéticos 

como rifamicina, dexametasona, nicardipina, artemisinina e alguns antifúngicos 

como o clotrimazol (154,155). 

Na literatura já foram reportados alguns desreguladores endócrinos com 

capacidade de ativar o PXR. Dentre eles podem ser citados o bisfenol A, que 

pode atuar como agonista desse receptor (156) e alguns agrotóxicos do grupo 

dos organoclorados como o clordano e o endosulfan, que promoveram ativação 

do PXR seguida da expressão do mRNA da CYP3A4 em hepatócitos (157). 
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4. MÉTODOS 

 

          4.1 REAGENTES E MATERIAIS 

 
As células HeLa e 3T3-L1 foram adquiridas do Banco de Células do Rio 

de Janeiro (158,159). As células HeLa foram utilizadas nos ensaios de 

transfecção e gene repórter e as células 3T3-L1, nos ensaios de diferenciação 

de adipócitos, incluindo os realizados para coloração e avaliação da expressão 

gênica por RT-qPCR. 

O meio de cultura de células DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), 

o soro neonatal bovino e o soro fetal bovino foram obtidos da Gibco®. 

O soro fetal bovino tratado com carvão foi adquirido da Merck S/A. 

Os agrotóxicos ametrina (número do produto 45321, lote BCBT4165) e 

carbosulfano (número do produto 32005, lote BCBV2108) foram adquiridos da 

Merck S/A. 

O dimetilsulfóxido (DMSO), utilizado para diluição dos compostos e como 

controle negativo nos experimentos, foi adquirido da Vetec™. 

A rosiglitazona foi adquirida da Cayman Chemical e foi utilizada como 

controle positivo nas transfecções com PPARγ nos ensaios de diferenciação de 

adipócitos.  

Os controles positivos dexametasona,  WY14643, GW0742, T3 e  

rifamicina, utilizados nos ensaios de transfecção e gene repórter, foram 

adquiridos da Merck S/A. 

A Lipofectamine™ 2000, utilizada no ensaio de transfecção e gene 

repórter, foi adquirida da Invitrogen. 

O Reporter Assay Kit, utilizado no ensaio de transfecção e gene repórter, 

foi adquirido da Promega. 

A insulina, utilizada no ensaio de diferenciação celular, foi adquirida da 

Merck S/A. 

O óleo vermelho O, utilizado na coloração das células 3T3-L1, foi 

adquirido da Merck S/A. 
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As sequências dos primers utilizados para amplificação dos transcritos 

gênicos foram obtidas do NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

e a síntese foi realizada pela IDT® (Integrated DNA Technologies). 

O TRIzol e o Amplification Grade DNase I, utilizados no ensaio de PCR 

quantitativa em tempo real, foram obtidos da Merck S/A. 

O kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1- Step utilizado no ensaio de PCR 

quantitativa em tempo real foi adquirido da Applied Biosystems. 

 

          4.2 PREPARO DOS AGROTÓXICOS E CONCENTRAÇÕES 
UTILIZADAS 

 
 

Os agrotóxicos foram diluídos em DMSO na maior concentração possível, 

considerando a solubilidade de cada composto nesse solvente.  

Para ambos os compostos, a maior concentração solúvel foi de 100000μM 

e, a partir desta concentração, foram realizadas diluições seriadas (de 10 em 10 

vezes) em DMSO até a concentração de 100μM.  

Dessa forma, tanto a ametrina quando o carbosulfano foram diluídos nas 

concentrações de 100000μM a 100μM. 

A definição das concentrações dos agrotóxicos a serem utilizadas nos 

ensaios, foi realizada a partir de resultados de viabilidade celular previamente 

conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa.  

A citotoxicidade dos compostos nas células HeLa e 3T3-L1 foi 

determinada por meio da avaliação da atividade mitocondrial das células e, para 

tanto, utilizou-se o método colorimétrico com o reagente MTT (brometo de 3-

(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio).  

Os resultados mostraram que nas células 3T3-L1, a ametrina não 

apresentou toxicidade em nenhuma das concentrações testadas. Já nas células 

HeLa, esse agrotóxico ultrapassou o limite pré-estabelecido de 30% de morte 

celular na concentração de 100μM, então esta concentração não foi utilizada nos 

demais ensaios. Já o carbosulfano, não apresentou toxicidade em nenhuma das 

concentrações, tanto para as células 3T3-L1 quanto para as HeLa e, portanto, 

todas as concentrações foram utilizadas para realizar os ensaios.  

 



49 

 

 

          4.3 ENSAIO DE TRANSFECÇÃO E GENE REPÓRTER 

 
Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o possível efeito dos 

agrotóxicos sobre a atividade transcricional dos receptores nucleares GRα, 

PPARα, PPARβ, TRα, TRβ e PXR e para avaliar se a cisteína 285, localizada no 

LBD do PPARγ, é importante para a ativação deste receptor pelo carbosulfano. 

Alguns estudos mostram que essa cisteína é essencial para ligação de ligantes 

endógenos (160). Além disso, alguns ligantes sintéticos de PPARγ, como, por 

exemplo, o GW9662, também têm capacidade de se ligar à mesma (161). 

Sendo assim, aproximadamente 30.000 células HeLa foram semeadas 

em placas de 48 poços, em meio de cultura DMEM acrescido de soro fetal bovino 

(SFB) 10% e incubadas a 37°C com 5% CO2. 

Após 24 horas, as células foram co-transfectadas, por poço, com 60ng do 

plasmídeo contendo o DNA complementar do receptor nuclear GRα e 240ng do 

plasmídeo GRE-LUC que possui seu elemento responsivo (GRE) fusionado ao 

gene repórter da luciferase ou com 60ng do plasmídeo contendo o DNA 

complementar do receptor quimérico constituído pelo LBD do PPARα, PPARβ, 

TRα, TRβ ou PXR fusionado ao DBD do fator de transcrição de leveduras GAL4 

e 240ng do plasmídeo contendo seu elemento responsivo fusionado ao gene 

repórter da luciferase (GAL4-LUC).  

No caso do ensaio realizado com o PPARγ contendo a mutação C285S, 

as células foram co-transfectadas com 60ng do plasmídeo contendo a sequência 

que codifica o receptor nuclear quimérico constituído pelo LBD do PPARγ com a 

mutação, fusionado ao DBD do fator de transcrição de leveduras GAL4 (LBD-

PPARγC285S/DBD-GAL4) ou com 60ng do plasmídeo que codifica o receptor 

nuclear quimérico constituído pelo LBD do PPARγ fusionado ao DBD do fator de 

transcrição de leveduras GAL4 e com 240ng do plasmídeo contendo seu 

elemento responsivo fusionado ao gene repórter da luciferase (GAL4-LUC).  

A transfecção foi realizada com 0,5µL, por poço, do reagente 

LipofectamineTM 2000, conforme recomendações do fabricante e, 

posteriormente, as células foram incubadas a 37°C e 5% CO2. 
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Após 4 horas da co-transfecção com os plasmídeos, o meio de cultura foi 

substituído por meio DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino tratado com 

carvão, que remove moléculas não polares, mantendo apenas os nutrientes no 

soro. A seguir, foram adicionados os tratamentos, sendo eles veículo (DMSO – 

controle negativo), dexametasona 10μM (controle positivo, agonista de GRα), 

WY14643 100μM (controle positivo, agonista de PPARα), GW0742 100μM 

(controle positivo, agonista de PPARβ), T3 0,1μM (controle positivo, agonista de 

TRα e β), rifamicina 10μM (controle positivo, agonista de PXR), rosiglitazona 

10μM (controle positivo, agonista de PPARγ) ou concentrações crescentes dos 

agrotóxicos ametrina (0,0001 a 10μM) ou carbosulfano (0,0001 a 100μM) e as 

células foram novamente incubadas a 37°C e 5% de CO2. 

Entre 20 e 24 horas após o tratamento, o meio de cultura foi removido e 

as células foram lisadas pela adição de 100µL de tampão de lise (100nM tris pH 

7,6 e 0,2% de Triton 100X em quantidade suficiente para 100 mL de água 

destilada), seguida pela agitação em vórtex por, aproximadamente, 2 minutos. 

Após completa lise celular, 10µL do lisado de cada amostra foram utilizados para 

quantificação da atividade da luciferase, a partir da adição de 20µL seu substrato, 

luciferina (Reporter Luciferase Assay Kit), de acordo com as instruções do 

fabricante. A quantificação da luminosidade foi realizada em um luminômetro 

(GloMax® 20/20 Luminometer - Promega®) em unidades relativas de luz. 

O efeito das diferentes concentrações dos ligantes sobre a atividade 

transcricional dos receptores foi avaliado utilizando a análise de variância (one-

way ANOVA), seguido por comparações múltiplas feitas pelo teste de Bonferroni 

utilizando o programa GrandPad Prism versão 6 (Dotmatics). O critério de 

significância para todas as análises foi p ≤ 0,5. Cada ensaio foi realizado em 

triplicata biológica e repetido, no mínimo, três vezes. 

 

           4.4 ENSAIO DE DIFERENCIAÇÃO CELULAR COM A PRESENÇA DE 
ANTAGONISTA 

 
 

Resultados ainda não publicados do grupo de pesquisa do qual faço parte 

mostraram que a ametrina e o carbosulfano promovem acúmulo lipídico em 

células 3T3-L1 em suas maiores concentrações testadas. Com isso, para avaliar 
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se este acúmulo é dependente da ativação do PPARγ, foi realizado o ensaio de 

diferenciação celular, utilizando o antagonista desse receptor, T0070907. 

O T0070907 é um potente e seletivo antagonista de PPARγ e tem a 

capacidade de se ligar a ele de forma irreversível, na cisteína 313, presente na 

hélice 3 do seu domínio de ligação ao ligante (LBD). Estudos também indicam 

que ele pode modular a interação do PPARγ com cofatores de transcrição, 

alterando a conformação da hélice 12, impossibilitando a ligação de um agonista 

neste sítio (162). 

Para este ensaio, aproximadamente 48.000 células 3T3-L1 foram 

semeadas, por poço, em placas de 6 poços, em meio de cultura DMEM acrescido 

de soro neonatal bovino (SNB) 10%, 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de 

estreptomicina e mantidas a 37°C e 5% CO2. O meio de cultura foi renovado a 

cada 3 dias, até que as células atingissem 100% de confluência.  

Ao atingirem 100% de confluência, as células foram mantidas sob as 

mesmas condições mencionadas anteriormente para garantir que houve a 

parada de crescimento, um pré-requisito essencial para a diferenciação das 

células 3T3-L1(163). 

Após este período, o meio de cultura foi substituído por DMEM acrescido 

de SFB a 10%, 100U/mL de penicilina, 100µg/mL de estreptomicina e do 

coquetel indutor de adipogênese, constituído de insulina a 1μg/mL e 

dexametasona a 0,5μM. Além disso, as células foram tratadas com controle 

negativo (veículo – DMSO), controle positivo (rosiglitazona 0,1µM e 1μM) ou com 

os agrotóxicos nas concentrações de 1, 10 e 100μM. O meio de cultura e os 

tratamentos foram renovados a cada 3 dias durante 15 dias e o antagonista 

T0070907 (1μM) foi adicionado a cada 12 horas até o final do experimento. 

No 15° dia, as células foram fixadas e coradas com óleo vermelho O. Para 

isto, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com tampão 

fosfato salina (Phosphate-Buffered Saline – PBS) e fixadas com formaldeído a 

4% por 40 minutos. Após este tempo, o formaldeído foi removido e os poços 

foram lavados com PBS e água destilada. A seguir, foram adicionados 2mL de 

isopropanol a 60% a cada poço e mantidos por 5 minutos. Posteriormente, as 

células foram incubadas, durante 1 hora, com óleo vermelho O a 60% em água 

destilada, a partir de um estoque a 0,5% em isopropanol. A fotodocumentação 
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foi realizada registrando uma área de 9,5 cm2, correspondendo à superfície total 

de um poço de uma placa de 6 poços. 

Para avaliação dos resultados, os poços sem a presença do antagonista 

T0070907 foram comparados aos poços com a presença dele, com intuito de 

observar se o antagonista diminuiria o acúmulo lipídico promovido pelos 

agrotóxicos. 

Cada ensaio foi repetido, no mínimo, duas vezes. 

 

 

4.5 ENSAIO DE PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL 
 
 
 

A avaliação do efeito da ametrina sobre a expressão dos genes 

inflamatórios Dcn (decorina), Fn1 (fibronectina 1) e Vcam1 (molécula 1 de 

adesão celular vascular), foi feita através da extração do RNA total seguida pela 

síntese de cDNA por transcrição reversa (RT) e amplificação por reação em 

cadeia da polimerase em tempo real/quantitativa (RT-qPCR). 

Os genes avaliados apresentam funções relacionadas à obesidade e 

resistência à insulina. O Dcn está relacionado à diminuição da proliferação de 

adipócitos, afetando a expansão do tecido adiposo, o que pode ser fator 

determinante no desenvolvimento da resistência à insulina (164), o Vcam1 está 

envolvido na patogênese da obesidade e na integridade da parede vascular 

(165) e o Fn1, cuja proteína está presente em elevada concentração plasmática 

em indivíduos obesos (166). 

Para realizar este ensaio, aproximadamente 48.000 células 3T3-L1 foram 

semeadas, por poço, em placas de 6 poços, em meio de cultura DMEM acrescido 

de SNB 10%, 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina e mantidas 

a 37°C e 5% CO2. O meio de cultura foi renovado a cada 3 dias até que as células 

atingissem 100% de confluência.  

Ao atingirem 100% de confluência, as células foram mantidas por mais 3 

dias sob as mesmas condições, para garantir que houve a parada de 

crescimento que, como mencionado anteriormente, é um passo essencial para 

a diferenciação celular.  
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Passados os 3 dias, o meio de cultura foi substituído por meio DMEM 

acrescido de SFB a 10%, 100U/mL de penicilina, 100µg/mL de estreptomicina e 

do coquetel indutor de adipogênese, constituído de insulina a 1μg/mL e 

dexametasona a 0,5μM. Além disso, as células foram tratadas com controle 

negativo (veículo – DMSO), controle positivo (rosiglitazona 0,1µM e 1μM) ou com 

concentrações de 0,1μM a 100μM do agrotóxico ametrina. 

Para avaliar os genes inflamatórios, o meio de cultura e os tratamentos 

foram renovados a cada 3 dias e, no 15° dia, o RNA total foi coletado utilizando 

o reagente TRIzol, conforme as instruções do fabricante.  

Em seguida, o RNA total foi isolado e tratado com DNAse I (Amplification 

Grade DNase I – Merck S/A), seguindo as recomendações do fabricante, para 

remover possíveis contaminações com DNA genômico. Para determinar o grau 

de pureza das amostras e quantificar o RNA total, utilizou-se o espectrofotômetro 

NanoVue Plus (GE Healthcare). 

Após o tratamento com DNAse, foi realizada, em uma única etapa, a 

transcrição reversa (RT) de 5ng de RNA total seguida pela amplificação por 

reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) utilizando o kit Power 

SYBR® Green RNA-to-CT 1- Step (Applied Biosystems). Todas as reações de 

RT-qPCR foram realizadas no equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). 

Os valores dos Cts obtidos nas reações de RT-qPCR para todos os genes 

alvos foram normalizados em função do controle endógeno (Gapdh). A 

quantificação relativa da expressão dos genes foi feita utilizando o método 2-ΔCt. 

A avaliação dos efeitos dos agrotóxicos sobre os genes em estudos, foi realizada 

pela comparação da sua expressão relativa nas células tratadas com os 

agrotóxicos e nas tratadas com o veículo.  

Para a análise estatística utilizou-se a análise de variância (one-way 

ANOVA), seguido por comparações múltiplas feitas pelo teste de Bonferroni no 

programa GrandPad Prism versão 6. O critério de significância para todas as 

análises foi p ≤ 0,05. Cada experimento foi realizado em triplicata biológica e 

repetido, no mínimo, três vezes. 
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5. RESULTADOS 

 

 

     5.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS AGROTÓXICOS SOBRE A 
ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DO GRα 

 
 

De acordo com resultados ainda não publicados, tanto a ametrina quanto 

o carbosulfano apresentaram potencial adipogênico em células 3T3-L1. Devido 

a isto, também foram testados, por meio de ensaio de transfecção e gene 

repórter, se estes agrotóxicos ativariam os receptores PPARγ e RXRα e, como 

resultados, descobriu-se que o carbosulfano ativa o PPARγ, mas nenhum dos 

dois agrotóxicos ativa o RXRα. Dessa forma, buscando elucidar o mecanismo 

pelos quais esses compostos induzem a adipogênese, investigou-se se eles 

poderiam agir por meio do receptor nuclear GRα. 

No ensaio, como controle positivo, foi utilizada dexametasona a 10μM e 

para analisar o efeito dos agrotóxicos, foram utilizadas as concentrações 0,0001 

a 10µM de ametrina ou 0,0001 a 100µM de carbosulfano. 

Como é possível observar na Figura 6, a dexametasona promoveu 

ativação do receptor de 16,5 (Figura 6A) e 23 (Figura 6B) vezes, assim como 

esperado. Contudo, como mostram as Figuras 6A e 6B, a ametrina e o 

carbosulfano, respectivamente, não modificaram a atividade transcricional do 

GRα em nenhuma das concentrações utilizadas. 

 

 

Figura 6. Efeito dos agrotóxicos sobre a atividade transcricional do GR. Células HeLa foram 
co-transfectadas com os plasmídeos contendo o cDNA do GR e seu elemento responsivo GRE- 
LUC e tratadas com veículo, dexametasona (Dexa) ou concentrações crescentes dos 
agrotóxicos ametrina (A) ou carbosulfano (B). Os dados estão expressos como média ± erro 

padrão da média, da ativação dos ligantes comparada com a do veículo. A figura representa o 
resultado de três experimentos independentes realizados em triplicata. *p ≤ 0,5. 
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5.2 AVALIAÇÃO DA CISTEINA 285 NA ATIVAÇÃO DO PPARγ 
PROMOVIDA PELO CARBOSULFANO 

 
 

Considerando que o carbosulfano promoveu ativação de PPARγ, atuando 

como agonista parcial do mesmo, decidiu-se investigar se a cisteína 285 é 

importante para a atividade transcricional deste receptor induzida pelo 

carbosulfano. 

Para isto, foi utilizado no ensaio de transfecção e gene repórter, um 

plasmídeo quimérico GAL4-PPARγ onde houve a substituição da cisteína 285 

por uma serina (C285S). No ensaio foram utilizados os cDNAs do PPARγ  

(GAL4-PPARγ), como controle positivo, ou do PPARγ com a mutação (GAL4-

PPARγC285S). As células foram tratadas com DMSO (controle negativo), 

rosiglitazona (10μM) ou carbosulfano nas concentrações de 1, 10 ou 100μM. 

Como pode ser observado na Figura 7A, quando foi utilizado o plasmídeo 

com a mutação, a atividade transcricional do PPARγ foi abolida na concentração 

de 100μM do carbosulfano, mostrando que a cisteína 285 é essencial para a 

ativação do PPARγ por esse composto. 

Na Figura 7B, podemos observar que a presença da mutação também 

aboliu a atividade transcricional da rosiglitazona, como era esperado. 

 

 
Figura 7. Ensaio de transfecção e gene repórter com o GAL4-PPARγC285S. Células HeLa 
foram transfectadas com os plasmídeos contendo o cDNA do GAL4-PPARγ ou o cDNA do GAL4- 
PPARγ C285S, o elemento responsivo GAL4 fusionado ao gene repórter da luciferase e tratadas 
com veículo (controle negativo), rosiglitazona (controle positivo) ou concentrações crescentes do 
carbosulfano. Os dados estão expressos como média ± desvio padrão da ativação dos ligantes 

comparada com a do veículo (DMSO). A figura representa os resultados de três experimentos 
independentes realizados em triplicata. *p ≤ 0,5 (comparado ao veículo) e #p ≤ 0,5 (comparado 
Gal4 PPARγ versus Gal4 PPARγ C285S) 
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   5.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS AGROTÓXICOS SOBRE A 
ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DOS RECEPTORES NUCLEARES PPARα, 
PPARβ, TRα, TRβ E PXR 
 

 
Resultados não publicados indicaram que o carbosulfano pode ser 

considerado agonista parcial do PPARγ, diferente da ametrina, que não afeta a 

atividade transcricional deste receptor. Então, com intuito de avaliar se esses 

agrotóxicos teriam potencial de modificar a atividade transcricional dos outros 

membros da família dos PPARs e de outros receptores nucleares, foram 

realizados ensaios de transfecção e gene repórter com o PPARα, PPARβ, TRα, 

TRβ e o PXR. Como controle positivo para o PPARα foi utilizado o WY14643 

(100μM), para o PPARβ foi utilizado GW0742 (100μM), para os TRs -α e -β foi 

utilizado T3 (0,1μm), para o PXR, rifamicina (10μM) e para analisar o efeito dos 

agrotóxicos, foram utilizadas concentrações de 0,0001 a 10µM de ametrina ou 

0,0001 a 100µM de carbosulfano. 

Observando a Figura 8, pode-se verificar que o WY12643 aumentou em 

11 (Figura 8A) e 19 (Figura 8B) vezes a atividade do receptor, como esperado. 

Nas Figuras 8A e 8B, pode-se observar que o tratamento com as concentrações 

crescentes da ametrina e do carbosulfano, respectivamente, não alteraram a 

atividade transcricional do PPARα, similar ao que ocorreu com o GRα. 

 

 

Figura 8. Efeito dos agrotóxicos sobre a atividade transcricional do PPARα. Células HeLa 
foram co-transfectadas com os plasmídeos contendo o cDNA do GAL4-PPARα e seu elemento 
responsivo GAL4- LUC e foram tratadas com veículo, WY 14643 ou concentrações crescentes 
dos agrotóxicos ametrina (A) ou carbosulfano (B). Os dados estão expressos como média ± erro 
padrão da média, da ativação dos ligantes comparada com a do veículo. A figura representa o 
resultado de três experimentos independentes realizados em triplicata. *p ≤ 0,5. 
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De modo semelhante, observando a Figura 9, é possível verificar que o 

GW0742 promoveu ativação do PPARβ de 15 (Figura 9A) e 12 (Figura 9B) 

vezes, como esperado. Contudo o tratamento com os agrotóxicos ametrina 

(Figura 9A) e carbosulfano (Figura 9B) não promoveu ativação deste receptor. 

       

 

Figura 9. Efeito dos agrotóxicos sobre a atividade transcricional do PPARβ.  Células HeLa 
foram co-transfectadas com os plasmídeos contendo o cDNA do GAL4-PPARβ e seu elemento 
responsivo GAL4- LUC e tratadas com veículo, GW0742 ou concentrações crescentes dos 

agrotóxicos ametrina (A) ou carbosulfano (B). Os dados estão expressos como média ± erro 
padrão da média, da ativação dos ligantes comparada com a do veículo. A figura representa o 
resultado de três experimentos independentes realizados em triplicata. *p ≤ 0,5. 

 

 

Com relação ao TRα e TRβ podemos constatar nas Figuras 10 e 11, que 

o T3 promoveu ativação dos receptores, assim como esperado, mas os 

agrotóxicos ametrina e carbosulfano também não promoveram ativação destes 

receptores, assim como ocorreu com os PPARs α e β. 
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No caso do PXR, pode-se observar na Figura 12, que a rifamicina induziu 

ativação de 7 vezes (Figura 12A) e 10 vezes (Figura 12B) em relação ao controle, 

como esperado. O carbosulfano (Figura 12B) também promoveu ativação de 2,8 

vezes neste receptor, podendo ser considerado como seu agonista parcial. Já 

Figura 11. Efeito dos agrotóxicos sobre a atividade transcricional do TRβ. Células HeLa 
foram co-transfectadas com os plasmídeos contendo o cDNA do GAL4-TRβ e seu elemento 
responsivo GAL4-LUC e tratadas com veículo, T3 ou concentrações crescentes dos agrotóxicos 

ametrina (A) ou carbosulfano (B). Os dados estão expressos como média ± erro padrão da 
média, da ativação dos ligantes comparada com a do veículo. A figura representa o resultado de 
três experimentos independentes realizados em triplicata. *p ≤ 0,5. 

 

Figura 10. Efeito dos agrotóxicos sobre a atividade transcricional do TRα. Células HeLa foram 
co-transfectadas com os plasmídeos contendo o cDNA do GAL4-TRα e seu elemento responsivo 
GAL4-LUC e tratadas com veículo, T3 ou concentrações crescentes dos agrotóxicos ametrina (A) 
ou carbosulfano (B). Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média, da ativação 
dos ligantes comparada com a do veículo. A figura representa o resultado de três experimentos 
independentes realizados em triplicata. *p ≤ 0,5. 
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no caso da ametrina (Figura 12A), pode-se observar que ela não promoveu 

ativação deste receptor, assim como ocorreu com todos os outros receptores 

investigados. 

 

 

 
        

5.4 DIFERENCIAÇÃO CELULAR NA PRESENÇA DO ANTAGONISTA 
T0070907 
 
 

Resultados ainda não publicados do grupo de pesquisa do qual faço parte, 

mostraram que a ametrina e o carbosulfano promovem acúmulo lipídico em 

células 3T3-L1. Então, para avaliar se este acúmulo é mediado por PPARγ, foi 

realizado o ensaio de diferenciação celular na presença ou ausência do 

antagonista específico de PPARγ T0070907. 

Como pode-se observar na Figura 13, ao comparar a coloração com óleo 

vermelho O nas células tratadas com o T0070907, nota-se que houve redução 

no acúmulo lipídico em relação às não tratadas, tanto naquelas que foram 

expostas à rosiglitazona (controle positivo), quanto nas que receberam os 

agrotóxicos ametrina e carbosulfano. 

Esses resultados sugerem que o acúmulo lipídico promovido pela 

ametrina e pelo carbosulfano é mediado por PPARγ. 

Figura 12. Efeito dos agrotóxicos sobre a atividade transcricional do PXR. Células HeLa 
foram co-transfectadas com os plasmídeos contendo o cDNA do GAL4-PXR e seu elemento 
responsivo GAL4-LUC e tratadas com veículo, rifamicina (Rifa) ou concentrações crescentes dos 
agrotóxicos ametrina (A) ou carbosulfano (B). Os dados estão expressos como média ± erro 
padrão da média, da ativação dos ligantes comparada com a do veículo. A figura representa o 
resultado de três experimentos independentes realizados em triplicata. *p ≤ 0,5. 
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Figura 13. Diferenciação celular na presença do antagonista T0070907. Células 3T3-L1 
foram induzidas a se diferenciar em adipócitos com insulina e dexametasona e tratadas com 
Veículo (DMSO), rosiglitazona (Rosi 0,1 ou 1μM), ametrina (Ame 10 ou 100μM) ou carbosulfano 

(Car 100μM) na presença ou ausência de T0070907 1μM durante 15 dias. No 15° dia, foram 
fixadas, coradas com óleo vermelho O e fotodocumentadas. O experimento foi realizado duas 
vezes. 
 
 

       5.5 EFEITO DA AMETRINA SOBRE A EXPRESSÃO DE GENES 
INFLAMATÓRIOS EM CÉLULAS 3T3-L1 

 
 

Embora a ametrina não promova ativação do PPARγ em ensaios de 

transfecção e gene repórter, este agrotóxico induz acúmulo lipídico notável em 

células 3T3-L1, podendo até ser comparado ao acúmulo promovido pela 

rosiglitazona, que é um agonista total muito conhecido de PPARγ. Além disso, 

pode-se observar, no ensaio de diferenciação celular na presença do 

antagonista do PPARγ T0070907, que este acúmulo diminui na presença deste 

composto. Diante do exposto, decidiu-se investigar se os efeitos da ametrina 

sobre genes inflamatórios, seriam semelhantes aos efeitos promovidos pela 

rosiglitazona. 

Para realizar este ensaio, células 3T3-L1 foram diferenciadas em 

adipócitos maduros pela adição, a cada 3 dias, de meio de cultura contendo 

veículo, rosiglitazona ou concentrações crescentes de ametrina. No 15º dia, o 

RNA total foi coletado utilizando o reagente TRIzol, isolado e tratado com DNAse 

I. Posteriormente foi realizada, em uma única etapa, a transcrição reversa (RT) 
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de 5ng de RNA total seguida pela amplificação por reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (qPCR). 

Na Figura 14, pode-se observar que a ametrina diminuiu a expressão dos 

genes inflamatórios DCN (Figura 14A), FN1 (Figura 14B) e Vcam1 (Figura 14C) 

de maneira dose-dependente. Além disso, nos genes DCN e Vcam1, na 

concentração de 100μM, a ametrina apresentou efeito semelhante ao promovido 

pela rosiglitazona, que é um agonista total de PPARγ. Contudo, vale ressaltar 

que foi necessária uma concentração maior de ametrina para promover esse 

feito. 

Figura 14. Efeito da ametrina sobre a expressão de genes inflamatórios em células 3T3-

L1. Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipócitos com insulina e dexametasona 
e tratadas com veículo (DMSO), rosiglitazona (Rosi) 0,1 ou 1μM ou ametrina 0,1 a 100μM por 15 
dias. Em seguida foram coletadas para avaliação da expressão dos genes Dcn (A), Fn1 (B) e 
Vcam1 (C) por PCR quantitativa em tempo real. Dados expressos como média ± erro padrão dos 
níveis de transcritos das células tratadas com os ligantes em relação ao veículo (DMSO). A figura 
representa os resultados de três experimentos independentes realizados em triplicata. * p ≤ 0,01 

(comparado ao veículo). 
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6. DISCUSSÃO 

 
O uso de agrotóxicos na agricultura cresce a cada ano. Atualmente, o 

Brasil é um dos maiores consumidores desses compostos a nível mundial, 

ficando atrás apenas da China e dos Estados Unidos (2). Esses dados são 

extremamente preocupantes visto o quão pouco se sabe sobre os agrotóxicos e 

como eles podem ser prejudiciais ao meio ambiente e aos animais, incluindo os 

seres humanos que, muitas vezes, estão em contato direito com essas 

substâncias. 

Estudos ainda não publicados realizados pelo grupo de pesquisa do qual 

faço parte, mostraram o potencial desregulador endócrino que alguns 

agrotóxicos, entre eles ametrina e carbosulfano, amplamente utilizados no Brasil 

e em outros países, apresentam. O carbosulfano promoveu ativação parcial do 

PPARγ em suas maiores concentrações testadas (10 e 100μM) em ensaios de 

transfecção e gene repórter, podendo ser considerado agonista parcial deste 

receptor. Além disso, a ametrina e o carbosulfano promovem acúmulo lipídico 

em células 3T3-L1.  

Considerando esses resultados e o uso crescente dos agrotóxicos em 

todo o mundo, além dos poucos estudos encontrados na literatura sobre o 

possível envolvimento desses compostos na etiologia da obesidade, este 

trabalho buscou compreender de forma mais aprofundada o efeito adipogênico 

desses dois agrotóxicos, investigando outros possíveis mecanismos de atuação. 

Como a ametrina não promoveu ativação do PPARγ, mas induziu 

acúmulo lipídico em células 3T3-L1, decidiu-se avaliar se ela seria capaz de 

aumentar a atividade transcricional do receptor de glicocorticoide que, uma vez 

ativado, promove o aumento da expressão de proteínas ligantes ao amplificador 

(CCAAT), C/EBP-β e C/EBP-δ, que são importantes para ativação PPARγ (135). 

Contudo, como resultado, a ametrina não promoveu ativação desse receptor. 

Esse ensaio também foi realizado para avaliar se o carbosulfano seria capaz de 

ativar GRα, mas, assim como a ametrina, ele não promoveu ativação deste 

receptor. 

Na literatura, estudos mostram que agrotóxicos têm a capacidade de 

interferir na atividade de transcrição de receptores nucleares. Um estudo 

realizado por Takeuchi e colaboradores, em 2006, avaliou o efeito de 200 
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agrotóxicos sobre a atividade transcricional do PPARα, PPARγ e RXRα. Dos 200 

compostos testados, três promoveram ativação do PPARα, diclofope-metílico, 

piretrinas e imazalil. Com relação ao PPARγ, três agrotóxicos apresentaram uma 

fraca atividade agonista sobre ele, o diclofenião, as piretrinas e o triflumizol. Com 

relação ao RXRα, nenhum dos agrotóxicos promoveu sua ativação (101).  

Esse mesmo grupo também avaliou o efeito desses 200 agrotóxicos sobre 

a atividade transcricional do PXR e do receptor aril-hidrocarboneto (AhR). Como 

resultados, encontraram que 106 agrotóxicos ativaram o PXR, sendo o 

piributicarbe, o pretilacloro, o piperofos e o butamifos seus mais potentes 

ativadores. Do total, 11 agrotóxicos ativaram o AhR, sendo os herbicidas 

propanil, diuron e linuron, os compostos que apresentaram maior atividade 

agonista (174,175). 

Considerando a possibilidade dos agrotóxicos ametrina e carbosulfano 

também atuarem sobre outros receptores nucleares, foram realizados ensaios 

de transfecção e gene repórter com intuito de avaliar seus possíveis efeitos sobre 

o PPARα, PPARβ, TRα, TRβ e PXR. Como resultado, observou-se a ametrina e 

o carbosulfano não promoveram ativação dos receptores nucleares PPARα, 

PPARβ, TRα e TRβ. A ametrina também ativou o PXR. Contudo, o carbosulfano, 

na concentração de 100μM, a maior testada, aumentou sua atividade 

transcricional em 2,8 vezes, podendo ser considerado agonista parcial desse 

receptor.  

Estudos mostraram que o PXR tem capacidade de afetar a homeostase 

de lipídeos e a sua ativação também foi associada ao aumento da expressão do 

PPARγ (176).  

Considerando que o carbosulfano promoveu ativação do PPARγ, decidiu-

se investigar se a cisteína 285 é importante para a regulação da sua atividade 

transcricional por este agrotóxico. Para tanto, foi utilizado um plasmídeo que 

expressa a mutação C385S, ou seja, apresenta substituição da cisteína 285 por 

uma serina. Vale ressaltar que essa cisteína é essencial para a ativação do 

PPARγ por ligantes endógenos, como a prostaglandina J2 (160).  

Como resultado, observou-se que a presença da mutação aboliu a 

atividade transcricional promovida pelo carbosulfano, sugerindo que a cisteína 

285 é essencial para a ativação do PPARγ promovida por ele. Esse resultado é 

interessante, pois sugere que, ao entrar no organismo, o carbosulfano pode 
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mimetizar ligantes endógenos e induzir a atividade transcricional do PPARγ. 

Alguns estudos com outros desreguladores endócrinos como o cloreto de TBT e 

alguns DBTs também mostraram que a cisteína 285 é essencial para a ativação 

do PPARγ promovida pelos mesmos (27,177).  

Visto que a ametrina e o carbosulfano promoveram acúmulo lipídico em 

células 3T3-L1 e que o acúmulo lipídico promovido pela ametrina foi de grande 

intensidade, podendo até ser comparado ao promovido pela rosiglitazona, 

decidiu-se avaliar se esse efeito ocorre via PPARγ, utilizando um antagonista 

específico do mesmo, o T0070907. 

Os resultados mostraram que a presença do T0070907, reduziu 

consideravelmente o acúmulo lipídico induzido tanto pela ametrina quanto pelo 

carbosulfano, sugerindo que esse acúmulo é dependente PPARγ. Entretanto, foi 

observada uma menor capacidade deste antagonista em inibir a adipogênese 

induzida tanto pela rosiglitazona, como pela maior concentração utilizada da 

ametrina.  

Esta insuficiência do T0070907 na inibição do efeito adipogênico 

promovido pela rosiglitazona foi relatada previamente por Kirchner e 

colaboradores, que o atribuíram à concentração de rosiglitazona utilizada, que 

foi dez vezes maior que a concentração do T0070907 (178). Contudo, no 

presente estudo, este efeito foi observado, mesmo quando utilizada a mesma 

concentração de rosiglitazona e do antagonista, no caso 1μM. No que se refere 

a ametrina e ao carbosulfano, essa comparação não foi possível, pois o efeito 

adipogênico de ambos só é observado com concentração maiores que 1μM (10 

e 100μM de ametrina e 100μM de carbosulfano). Nesse caso, a insuficiência do 

antagonista pode ter relação com a concentração, mas, outros fatores também 

devem ser considerados.  

O T0070907 consegue se ligar de forma covalente ao PPARγ e possui 

uma afinidade mais alta por este receptor que a rosiglitazona, que é um agonista 

potente do mesmo (162), portanto, o esperado era que este antagonista 

bloqueasse completamente o acúmulo lipídico promovido pela rosiglitazona, mas 

isso pode não ter ocorrido por causa da existência de um sítio alternativo do 

PPARγ que não é bloqueado por antagonistas. 

Um estudo de Hughes e colaboradores mostrou que o sítio alternativo 

presente no PPARγ não é bloqueado pela ligação covalente do antagonista 
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T0070907 (179), portanto, como a rosiglitazona e o carbosulfano atuam como 

agonistas deste receptor, possivelmente esses compostos se liguem nesse sítio 

e, por isso, não houve o bloqueio completo do acúmulo lipídico. Porém, o 

antagonista também não bloqueou completamente o acúmulo lipídico promovido 

pela ametrina mas, vale ressaltar que ela não promove ativação do PPARγ o que 

torna seu mecanismo de ação com relação ao seu potencial adipogênico ainda 

desconhecido, sendo necessários mais estudos para avaliar por qual via essa 

substância atua. 

O PPARγ é o principal regulador da adipogênese e sua ativação também 

está relacionada a efeitos anti-inflamatórios (180). Embora a ametrina não 

exerça efeito sobre a atividade transcricional do PPARγ, RXRα ou GR, que são 

receptores nucleares relacionados à adipogênese, ela induz acúmulo lipídico, 

semelhante à rosiglitazona e a outros agonistas de PPARγ. Dessa forma, 

considerando a relação entre obesidade e o processo inflamatório e que a 

ametrina promove intenso acumulo lipídico em células 3T3-L1, mas ainda não 

se sabe qual seu mecanismo de ação, resolveu-se avaliar o efeito da ametrina 

sobre a expressão de genes inflamatórios e comparar a rosiglitazona que é um 

agonista bem descrito de PPARγ e que apresenta propriedades anti-

inflamatórias. 

O modelo de estudo e a técnica escolhidos para essa avaliação foram a 

diferenciação de células 3T3-L1 e a análise dos transcritos gênicos por  

transcrição reversa seguida por reação em cadeia da polimerase em tempo 

real/quantitativa (RT-qPCR), respectivamente. Os genes inflamatórios 

estudados foram o Dcn, relacionado à diminuição da proliferação de adipócitos 

e da expansão do tecido adiposo, que podem ser determinantes no 

desenvolvimento da resistência à insulina (164); o Vcam1, envolvido na 

patogênese da obesidade e na integridade da parede vascular (165); e o Fn1, 

cuja proteína está presente em elevada concentração plasmática em indivíduos 

obesos (166).  

Os resultados mostraram que, nesse modelo celular, a ametrina diminuiu 

a expressão dos genes Dcn, Vcam1 e Fn1 de maneira dose dependente, sendo 

que, na concentração de 100μM, apresentou efeito semelhante ao promovido 

pela rosiglitazona. Contudo, vale ressaltar que a concentração da ametrina onde 
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pode-se observar esse comportamento é 100 vezes maior que a concentração 

da rosiglitazona.  

Na literatura, Milton e colaboradores mostraram que, de forma semelhante 

ao que ocorreu com a ametrina, alguns DBTs também diminuíram a expressão 

desses genes inflamatórios (27). 

Assim como foi avaliada a expressão dos genes inflamatórios em células 

3T3-L1 tratadas com ametrina, também seria interessante avaliar, tanto para 

células tratadas com ametrina quanto com carbosulfano, a expressão de genes 

essenciais para que as células adquiram o fenótipo de adipócitos maduros. 

Dentre eles, podem ser citados genes que codificam proteínas como Glut4 

(transportador de glicose 4), relacionada à captação de glicose em resposta a 

níveis elevados de insulina (181); adiponectina, reguladora chave da 

sensibilidade à insulina e amplamente secretada por adipócitos (182) e Fabp4 

(proteína ligante de ácidos graxos tipo 4), que transporta lipídeos e atua como 

chaperona de ácidos graxos (183).  

Existem estudos que mostram outras vias relacionadas com a 

adipogênese. Sun e colaboradores conduziram um estudo em que o fipronil, 

inseticida do grupo dos pirazóis, promoveu acúmulo lipídico em células 3T3-L1 

e mostrou que ele reduziu a ativação do AMPKα, um regulador da produção de 

energia e do metabolismo lipídico nas células, além de promover aumento da 

expressão de C/EBPα e PPARγ (184). De forma semelhante, Yuan e 

colaboradores mostraram que o clorantraniliprole, um inseticida do grupo das 

antranilamidas, também promoveu acúmulo lipídico em células 3T3-L1 através 

da inibição da ativação do AMPKα (185).  

Outra proteína que poderia ser estudada é a proteína alfa de ligação ao 

amplificador CCAAT (C/EBPα), que também é importante no processo da 

adipogênese. Smith e colaboradores investigaram o diazinon, inseticida do grupo 

dos organofosforados, e mostraram que esse composto induziu acúmulo lipídico 

em células 3T3-L1 e aumentou a expressão de PPARγ, bem como de C/EBPα 

(186).  

Os resultados obtidos no presente estudo permitem um maior 

conhecimento sobre alguns dos agrotóxicos amplamente utilizados no Brasil e 

em outros locais do mundo. Além disso, este estudo poderá servir como auxílio 

para realização de mais pesquisas relacionadas aos agrotóxicos. Contudo, ainda 
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são necessários mais estudos, tanto ex vivo quanto in vivo, para melhor elucidar 

seus mecanismos de ação e se os efeitos observados nesse trabalho, em cultura 

de células, se reproduzem em organismos mais complexos como roedores e 

humanos. 
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7. CONCLUSÃO 

 
 

Nesse trabalho, pode-se observar que a cisteína 285 é essencial para a 

ativação do PPARγ promovida pelo carbosulfano e que o carbosulfano também 

atua como agonista parcial de PXR. Com relação ao acúmulo lipídico promovido 

pelos agrotóxicos ametrina e carbosulfano em células 3T3-L1, os resultados 

mostraram que esse acúmulo é dependente de PPARγ. Além disso, apesar de 

ainda não sabermos ao certo por qual via a ametrina atua promovendo esse 

acúmulo, observou-se que ela promoveu diminuição de genes inflamatórios, de 

modo semelhante à rosiglitazona, um agonista conhecido de PPARγ. 

Com base nesses resultados, pode-se concluir que os objetivos propostos 

foram alcançados e foram obtidos resultados relevantes que poderão contribuir 

para estudos futuros e até mesmo para a regulamentação de uso desses 

agrotóxicos. 
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APÊNDICE A – LISTA DE PRIMERS 
 
 

Gene Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (3’5’) 

Gapdh AAA GGG CTC ATG ACC ACA GTC CAG GGA TGA TGT TCT GGG CA 

DCN TCA CAG AAG CGG TAA CGA GC TCA TGT ATT TTC ACG ACC TTC TGA 

FN1 CTG CGC TCC ATT CCA CCT TA GGT CGT ACA CCC AGC TTG AA 

Vcam1 ATG TCA ACG TTG CCC CCA A GCT GTC TGC TCC ACA GGA TT 

 

 

 


