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RESUMO

O céancer de pele é um dos tipos de cancer mais frequentes no Brasil, sendo o tipo
nao-melanoma o mais comum e o tipo melanoma o mais letal. Além das causas do
cancer de pele relacionadas aos habitos de vida do individuo, ao meio ambiente e a
genética, alguns estudos também associam o aparecimento do melanoma com a
exposi¢cdo a alguns pesticidas. O endossulfan € um inseticida organoclorado que ja
foi relacionado com o surgimento de alguns tipos de cancer, porém ndo ha na
literatura sua relacdo com situacdes em que o cancer ja esti presente. Portanto, 0
objetivo deste trabalho foi verificar se o endossulfan sulfato, metabdlito do
endossulfan, afeta a malignidade das células tumorais, o que poderia interferir com a
progressdo do melanoma. Para isso, foram realizados dois experimento de
viabilidade nas células B16F10: o Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) e vermelho neutro (VN). Células da linhagem B16F10
(melanoma murino) foram expostas a seis concentragdes diferentes de endossulfan
sulfato (0,012 uM; 0,12 uM; 1,2 uM; 12 uM; 120 uM; 1200 uM), selecionadas a partir
de dados na literatura, e dois controles (PBS e DMSO) por 24 h. Para a analise dos
resultados foi utilizado o teste estatistico ANOVA de uma via. Em ambos os ensaios,
nenhuma das concentracdes ocasionou diferenga significativa na viabilidade em
relacdo ao controle. Como perspectivas, ensaios de proliferacdo e atividade de
transportadores envolvidos com efluxo de drogas deverdo ser avaliados em
investigacdes futuras.

Palavras-chave: B16F10. Endossulfan Sulfato. Melanoma. MTT. Vermelho Neutro



ABSTRACT

The most common form of cancer in Brazil is skin cancer. Of skin cancer types, non-
melanoma is the most frequent whereas melanoma is the most lethal. Skin cancer is
usually associated with human lifestyle, environment and genetics, but some studies
have also associated melanoma’s etiology with exposure to some pesticides. The
relation of endosulfan, an organochlorine insecticide, and the etiology of some
cancers is known, but there is no literature describing its relation with cancer
prognosis. Therefore, the aim of the current study was to determine whether
endosulfan sulfate, the main endosulfan metabolite, affects the malignancy of tumor
cells and so interferes with the progression of melanoma. For this, BL6F10 (murine
melanoma) cells were exposed to six different concentrations of endosulfan sulfate
(0,012 puM; 0,12 uM; 1,2 puM; 12 uM; 120 pM; 1200 uM), that were based on tissue
bioaccumulation data and two controls (PBS and DMSO), for 24 h. Two viability tests
were utilized for this preliminary study, MTT and neutral red (NR). Endosulfan sulfate
exposure had no effect cell viability. Future investigations will determine endosulfan
sulfate effects on cell proliferation and activity of transporters involved in drug efflux.

Key words: B16F10. Endosulfan. Melanoma. MTT. Neutral Red
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1 INTRODUCAO

Tumor € um aumento de volume observado em uma regido do organismo.
Quando este aumento ocorre devido ao crescimento no nimero de células, da-se o
nome de neoplasia. As neoplasias podem ser benignas, as quais possuem células
que se multiplicam mais lentamente e sdo mais semelhantes as originais; e as
malignas, também denominadas de cancer, nas quais as células tendem a ser mais
agressivas e podem migrar para outros tecidos. Dessa forma, os tumores benignos
raramente podem ser considerados como um fator de risco a vida (INCA, 2014).

No Brasil, o cancer de pele é o mais frequente e corresponde a 25% de
todos os tumores malignos registrados no pais, sendo o melanoma um dos mais
letais (INCA, 2014). Estes dados tornam-se preocupantes, haja vista que 0s
melandcitos podem migrar para ganglios linfaticos e 6rgéos internos e assim formar
metastases (SOUZA et al., 2009). Em casos de metastase, a expectativa de vida
dos pacientes é de até seis meses (GARBE, 2011).

O cancer pode ter varias etiologias, porém as causas geralmente estédo
relacionadas aos habitos de vida do individuo, ao meio ambiente e a genética. Esses
fatores podem interagir de varias formas, aumentando ou diminuindo a probabilidade
do surgimento de tumores (INCA, 2014). Dentre os fatores de risco, a exposicédo ao
Sol é a principal causa do surgimento do melanoma e também a de mais facil
prevencado (LAGES et al., 2012). Porém, alguns estudos relacionam o aparecimento
do melanoma com a exposicéo a alguns pesticidas. O endossulfan, por exemplo, foi
descrito como um possivel agente causador de alguns tipos de cancer dependentes
de horménio e a presenca do receptor de estrégeno nos melandcitos reforca esta
ideia (BEHRENS et al., 2012).

Atualmente, os tratamentos para pessoas diagnosticadas com cancer de
pele do tipo melanoma sdo a quimioterapia e a radioterapia. Porém, os pacientes
podem ndo ser bem responsivos a estes tratamentos (GARBE, 2011; GRAY-
SCHOPFER; WEELBROCK; MARAIS, 2007). Aléem disso, o tratamento do
melanoma é caro, particularmente para os casos de cancer em estagio mais
avancado (SOUZA et al., 2009).

Contudo, o papel de poluentes sobre a sobrevida e eficiéncia do tratamento

em individuos ja acometidos pela doenca tem sido negligenciada. Dessa maneira,



percebe-se a necessidade de verificar a influéncia do endossulfan sobre células de
um melanoma ja formado, uma vez que ha muitos estudos relacionando-o com o
aparecimento do melanoma, mas nao ha indicios sobre a influéncia deste pesticida

na malignidade destas células.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se o endossulfan afeta a malignidade das células tumorais
interferindo com a progressédo do melanoma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS E METAS

[1 Verificar se o endossulfan afeta a viabilidade e o metabolismo celulares de
células B16F10 através do ensaio do vermelho neutro;

[0 Verificar se o endossulfan afeta a viabilidade das células B16F10 através do
ensaio MTT.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 APELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, funcionando como importante
barreira e meio de comunicagdo com 0 meio exterior. O organismo € recoberto
inteiramente por este 6rgdo (FEITOSA, 2008). A area mais superficial da pele é a
epiderme a qual € um tecido multiestratificado. Dentre as células presentes na
epiderme, ha os melandcitos e queratindcitos. Melandcitos sdo células dendriticas
procedentes de células progenitoras da crista neural que migram para a pele durante
o desenvolvimento embrionario (FORTES et al., 2007).

Os melandcitos e queratindcitos estdo presentes, predominantemente, nos
olhos e na pele, sendo responsaveis pela coloracdo destes locais. Na pele, os
melandcitos residem na camada basal da epiderme (FIGURA 1). A quantidade de
melandcitos na epiderme tem grande variacdo no organismo, tendo sua maior
densidade nas regibes da cabeca e do antebraco (GRAY-SCHOPFER,;
WELLBROCK; MARAIS, 2007).

EPIDERME
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QUERATINOCITO MEMBRANA BASAL

Figura 1. Figura representativa das células epiteliais. Fonte: Adaptada de HAASS, HERLYN, 2005.



10

Os melandcitos possuem organelas denominadas melanossomos,
responsaveis pela sintese e deposi¢cdo de melanina. Dentre suas principais fungdes,
pode-se citar a coloracdo da epiderme, a qual € responsavel por sua protecdo; e a
participacdo nos processos inflamatorios. Estas células tém como funcao principal a
sintese de melanina que é transferida para os queratindcitos. A pigmentacao da pele
ocorre de duas maneiras: decorrente de informacgfes genéticas, sem influéncia de
fatores externos; e a pigmentacéo facultativa, a qual ocorre por influéncia de varios
fatores, como a radiacdo UV, desequilibrios hormonais e processos inflamatorios
(FEITOSA, 2008).

3.2 MELANOMA

O cancer de pele pode ser caracterizado pelo crescimento descontrolado
das células epiteliais. As neoplasias cutaneas séao classificadas em melanoma e néo
melanoma, sendo o melanoma uma forma maligna do cancer (CAMPOS et al.,
2011). Existem algumas caracteristicas importantes que podem diferenciar o cancer

de pele benigno do melanoma (Figura 2).

Figura 2. Caracteristicas do cancer de pele benigno e  maligno. Fonte:
http://www.saudemedicina.com/melanoma-cancer-de-pele-maligno-benigno/
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O melanoma corresponde ao estégio final da carcinogénese melanocitica
que se origina da transformacdo de melandcitos em células com capacidade
proliferativa e de invasdo aumentadas. A localizacdo do melanoma pode variar
levemente entre mulheres e homens. Nas mulheres, o0 melanoma normalmente se
desenvolve nas extremidades, mais comumente nos membros inferiores, enquanto
que nos homens, o melanoma é mais encontrado na area entre os ombros e
quadris. Ja em ambos 0s sexos, 0 melanoma pode aparecer nas palmas das maos
ou solas dos pés e unhas (VOLKOVOVA et al., 2012).

Alguns estimulos externos podem induzir a proliferacdo dos melandcitos. Em
individuos expostos a radiacao solar, por exemplo, os queratinécitos aumentam a
secrecdo de fatores que regulam a sobrevivéncia dos melandcitos. Isto promove a
diferenciacéo, proliferacdo e o aumento da producdo de melanina. Assim, pode-se
perceber que os melandcitos tém um papel fundamental na protecdo contra danos
causados por radiacdo solar na epiderme e, consequentemente, prevenindo o
surgimento do cancer de pele (SOUZA et al., 2004).

Os principais fatores que aumentam o risco do melanoma cutaneo sao:
caracteristicas individuais, como o histérico familiar, nimero de nevos tipicos e
atipicos (manchas marrons caracteristicas ou ndo do melanoma), cor da pele,
incapacidade de bronzeamento e lesdes de cancer de pele ndo melanoma;
exposicao a radiacdo ultravioleta, podendo ser tanto a exposicdo ao sol como
camara de bronzeamento; doencas imunossupressoras e; exposicdo a substancias
cancerigenas (FORTES et al., 2007).

3.3 PESTICIDAS ORGANOCLORADOS

Os pesticidas organoclorados sdo substancias lipofilicas e ricas em cloro,
gue acumulam no tecido adiposo e permanecem por anos no ambiente. Devido a
esta caracteristica de permanéncia, estas substancias estdo incluidas dentro do
grupo dos poluentes organopersistentes, POPs (BEHRENS et al., 2012).

Alguns estudos relacionam o aumento do risco de melanoma com o trabalho

na agricultura (GALLAGHER et al., 2011). Porém, ainda ndo esta claro se esta
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predisposi¢cao ocorre pela exposicdo ao Sol, aos pesticidas ou ainda a interacao de
ambos (DENNIS et al., 2010). Estudos recentes levantaram a hipotese de que o
risco de melanoma pode ndo ser apenas devido a exposicdo ao Sol, mas também
pelas diferencas na densidade de nevos. As bifenilas policloradas (PCBs), por
exemplo, estdo associadas com essa capacidade de aumentar a densidade de
nevos melanociticos (GALLAGHER et al., 2011). Nesta mesma linha, alguns
pesquisadores perceberam que pessoas que trabalhavam expostas a pesticidas
eram mais suscetiveis ao melanoma uveal (BEHRENS et al., 2012).

Segundo Fortes et al. (2007), o controle de pragas ndo esta restrito a
agricultura, uma vez que pesticidas também sdo utilizados em ambientes
domésticos. Estudos epidemioldgicos nos Estados Unidos e na Europa estimam que
cerca de 80% das familias usam pesticidas em casa ou em ambientes ao redor da
residéncia. Dessa maneira, a exposicdo ao pesticida residencial pode ser um
importante fator de risco para melanoma cutaneo (FORTES et al., 2007).

Outro fator muito importante que evidencia que os melandcitos sdo alvo dos
pesticidas € que, embriologicamente, a célula precursora dos melandcitos, o
melanoblasto, € uma célula nervosa diferenciada. Considerando que o alvo
especifico da maioria dos inseticidas é o sistema nervoso, ha uma hip6tese de que
inseticidas possam afetar a funcéo dos melandcitos (FORTES et al., 2007).

Com base em todas as evidéncias ja citadas, a maior parte dos artigos
publicados na literatura relaciona o aparecimento do melanoma com a exposicdo ao
Sol. Porém, Dennis et al., (2010) sugerem que mais pesquisas Sd0 necessarias
sobre agentes quimicos que podem aumentar o risco deste tipo de cancer (DENNIS
et al., 2010).
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3.4 ENDOSSULFAN

3.4.1 Caracteristicas do Endossulfan

O endossulfan € um inseticida organoclorado que é encontrado no ambiente
na forma dos isbmeros a-endossulfan e B-endossulfan; e seus metabdlitos sdo o
endossulfan sulfato e o endossulfan-diol. Esse pesticida € largamente produzido
desde 1950 (BECKER et al., 2011), sendo muito utilizado para o controle de insetos
em algumas culturas, como por exemplo, de frutas, café, legumes, arroz, milho,
algodao e cha (BRINATI, 2011). Por este motivo, esta presente no mundo todo, em
concentragbes elevadas nos ambientes com clima tropical e em mais baixas
concentracfes nos ambientes polares (BECKER et al., 2011). Suas caracteristicas
individuais sédo o alto peso molecular e a baixa hidrossolubilidade. Dessa maneira,
sdo bioacumulaveis no tecido adiposo e na biota, sofrendo também um acumulo ao
longo da cadeia trofica, a chamada biomagnificacdo (BALLESTEROS et al., 2011).
Além destes fatores, o endossulfan é considerado, de acordo com o Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, como extremamente toxico e de alta persisténcia, sendo incluido,
pela convencdo de Estocolmo, na lista dos pesticidas organopersistentes (POPS)
(BALLESTEROS et al., 2011; BECKER et al., 2011; BRINATI, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1984), o endossulfan foi
classificado como um material moderadamente perigoso e concentracdes acima de
0,22 pg.I't em exposicdo aguda e 0,056 pg.I* em exposicdo cronica tém grande
impacto para organismos aquaticos (BALLESTEROS et al., 2011).

Além de ser utilizado para varios tipos de culturas, a ampla utilizacdo do
endossulfan pode também ser explicada pelo seu baixo custo, grande eficacia e por
ser um produto extremamente viavel (RAU et al., 2012).

Contudo, ainda que em 2010 tenha sido publicada a Resolu¢cédo RDC n° 28,
de 9 de agosto de 2010, determinando o cancelamento da comercializacdo de todos
os produtos formulados a base de endossulfan a partir do dia 31 de julho de 2013,

fica evidente a necessidade de estudar este pesticida em virtude de suas
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caracteristicas, ja citadas, de bioacumulacdo e biomagnificacdo (BRASIL, 2010).
Além disso, esta substancia permanecera no ambiente por muitos anos, além de
continuar sendo comercializada em muitos outros paises. Nos Estados Unidos, por
exemplo, o endossulfan é um dos pesticidas organoclorados mais comuns presentes
na atmosfera e solo (SIDDIQUE et al., 2003; SHEN et al., 2005; WEBER et al.,
2010).

3.4.2 Efeitos do Endossulfan

Quando ocorre o contato com o endossulfan, sua absorcéo e distribuicéo
pelo corpo séo faceis e rapidas (BALLESTEROS et al., 2011).

A exposicao pré-natal ao endossulfan foi relacionada com a diminuicdo dos
niveis de catecolaminas no sistema nervoso (CERRILO et al.,, 2005; LAFUENTE;
PEREIRO, 2013). Ele também esta relacionado com a inibi¢do do neurotransmissor
acido y-aminobutirico (GABA). Este neurotransmissor € importante porque causa um
efeito inibitério no sistema nervoso central. Dessa forma, o endossulfan pode causar
um efeito de superestimulacdo do tecido nervoso. Além disso, um estudo feito por
BRINATI mostrou que, além de efeitos neurotdxicos ja mencionados, o endossulfan,
nas concentracdes recomendadas pelo fabricante, pode interferir nas concentracoes
plasmaticas dos carboidratos, hormonios, lipidios e proteinas (BRINATI, 2011).

No sistema enddcrino, o endossulfan também ja foi descrito como
desregulador. Alguns estudos demonstraram que o pesticida esté relacionado com a
diminuicdo nos hormonios sexuais, como testosterona, LH e FSH (SAIYED et al.,
2003). Por causa disso, percebeu-se que o endossulfan também esta relacionado
com a degeneracdo dos testiculos e tubulos seminiferos em ratos, influenciando,
entdo, na espermatogénese (SINGH et al., 2011).

Além desses efeitos, o endossulfan ja foi descrito como agente causador de
tumor, sendo capaz de induzir linfossarcomas e neoplasias do sistema reprodutivo
em ratos (REUBER, 1981). Além disso, ha relato de criancas com neoplasias
hematoldgicas apresentando concentracbes de endossulfan elevadas na medula
ossea (RAU et al., 2012).
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Além de todos os fatores ja citados, ha evidéncia forte de interferéncia do
endossulfan sobre os melandécitos em virtude deste ser um desregulador enddcrino,
pois ha receptores de estrogeno, progesterona e estradiol nos melandcitos. Assim, o
endossulfan poderia influenciar no aparecimento de alguns tipos de cancer
dependentes de estrégeno, como o0 melanoma (BEHRENS et al., 2012;
VOLKOVOVA et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Para o presente projeto, foram empregadas células de linhagem de
melanoma murino B16-F10. Estas células foram cultivadas em garrafas com meio
DMEM, 10% de Soro Fetal Bovino, 4500 mg.L™ de glicose, 1 U.mL* de penicilina e
1 pwg.mL! de estreptomicina, e mantidas na incubadora com 5% de CO, até a
confluéncia de 70%. ApoOs expansao, as células foram plaqueadas em microplacas

de 96 pocos, como mostra a figura 3 e expostas ao endossulfan sulfato pelo periodo
de 24 h.
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Figura 3. Figura representativa da disposi¢do das concentracdes utilizadas na placa de 96
pocos. Fonte: adaptada de http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-
84842004000100006
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Para que as células fossem plaqueadas, foi realizada a contagem das
células na camara de Neubauer a fim de saber aproximadamente o numero de
células na garrafa. Com isso, pode-se calcular o volume necessario deste meio com
células para que houvesse 8000 células por poco e 32000 células ao final da

exposicao.
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A exposicado ocorreu através da substituicdo do meio de cultura por novo
meio contendo endossulfan sulfato (solubilizado em dimetilsulféxido, DMSO) em seis
diferentes concentracdes. Como controles, as células foram expostas ao meio
acrescido de 1,5% de DMSO e PBS. As concentracdes utilizadas foram de 0,012
puM; 0,12 puM; 1,2 pM; 12 pM; 120 pM; 1200 pM, estabelecidas a partir de dados ja
publicados relacionados com a ingestdo diaria permitida e as concentracfes
encontradas em diversos tecidos do organismo (RASTOGI et al., 2014).

4.2 VIABILIDADE CELULAR

Para visualizar o potencial citotoxico do endossulfan sulfato é necessario
verificar se, apés a exposicdo, as ceélulas continuam viaveis. Para isso, existem
testes de viabilidade celular que foram aplicados nas células B16-F10, como o teste
do vermelho neutro e MTT.

4.2.2 Vermelho Neutro

O teste do vermelho neutro (NR) baseia-se na capacidade de os lisossomos
das células vidveis internalizarem o NR. Esta substancia € um corante catibnico
fraco que penetra rapidamente nas células através das membranas celulares por
difusdo simples e, ao entrar em contato com a matriz 4cida dos endossomos e
lisossomos, torna-se ionizada, sendo assim aprisionada. Mudancas na superficie
celular ou na membrana lisossomica, causadas por xenobidticos, por exemplo,
resultam na diminui¢do da retengcédo do NR (ANDRADE, 2007).

Para a realizacdo desse teste, uma hora antes do final da exposicao foi
adicionado 100 ul de saponina em um poco de cada grupo como controle positivo.
Assim, ap0s o tempo de exposicdo ao endossulfan sulfato foi trocado o meio de
cultura por outro contendo 50 pg.mi™* de NR. Apds a incubacdo por 3h, as placas

foram lavadas trés vezes com solucao de formol (0,5% em &gua) e cloreto de célcio
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(0,1%). Para a retirada do corante, foi utilizada 300 pyl de uma solucdo contendo
acido acético (1%) e etanol (50%). Apdés 15 min, o conteudo dos pocos foi
homogeneizado, aguardando-se o material ndo soluvel sedimentar por 5 min. Entéo,
foi retirado 200 ul do sobrenadante da solucéo e transferido a uma microplaca para
leitura no espectrofotometro a 540 nm (LIEBEL et al.,, 2011). A quantidade de
corante incorporado as células € diretamente proporcional ao nimero de células
com membrana intacta (células viaveis) e isto pode ser determinado por meio de
quantificacdo da absorbancia (ANDRADE, 2007).

4.2.3 Brometo de 3-[4,5-Dimetil-Tiazol-2-il]-2,5-Difeniltetrazolio (MTT)

MTT € um sal de tetrazdlio utilizado para medir a atividade metabdlica de
células viaveis. Este método consiste na reducdo do MTT a formazano pela enzima
succinato desidrogenase na mitocéndria. Esta enzima esta presente e funcional nas
células que possuem sua mitocbndria intacta. Uma vez ocorrida a reducdo, a
coloracdo do meio muda de amarelo (MTT) para lilas (formazano). Esta mudanca de
colocacdo pode ser quantificada através do espectrofotbmetro. Portanto, o
formazano sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial e,
consequentemente, a viabilidade celular. Em outras palavras, quanto maior a
quantidade de formazano, maior viabilidade das células (ANDRADE, 2007).

Assim como para o ensaio de vermelho neutro, foi adicionado 100 pl de
saponina 1 hora antes da adicdo do MTT em um poc¢o de cada grupo como O
controle negativo. Para este ensaio, foi acrescido 20 ul de MTT, da solucdo estoque
a 0,5 mg.ml™*, em cada poco da placa 2 horas antes do final da exposicdo ao
endossulfan sulfato. Apos incubado por 2 horas, os pocos foram lavados com PBS,
duas vezes, e adicionados 100 pyl de DMSO para solubilizar os cristais de formazano
e mais 100 pl PBS para leitura imediata no espectrofotbmetro com comprimento de
onda de 560 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para andlise da viabilidade celular sob exposi¢cdo ao endossulfan, foram
realizados ensaios MTT em seis concentracdes diferentes (0,012 uM; 0,12 pM; 1,2
uM; 12 uM; 120 uM; 1200 uM). Todas as concentracdes foram comparadas com o
controle DMSO, que continha meio com suplementacdes + DMSO + PBS, uma vez
gue o endossulfan foi preparado em ambos antes de ser adicionado ao meio de
cultura nos grupos expostos. Apesar de aparentar haver uma leve reducdo na
viabilidade das células expostas as diferentes concentracfes, em 24 h, como mostra
na figura 3, ndo houve diferenca estatisticamente significante. Em outras palavras,

nenhuma concentragdo de endossulfan influenciou na viabilidade das células
B16F10.

Ensaio do MTT -24h
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Figura 4. Viabilidade Celular determinada pelo método do MTT. ANOVA de uma via.

Existem muitos estudos que relacionam a influéncia do endossulfan sulfato
no cultivo de diferentes células. Contudo, ndo ha na literatura dados que relacionam

este pesticida com células de melanoma, como a B16F10.
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Estudos com linhagem de células cancerigenas do figado, HepG2,
realizadas por Pyere et al. (2014), demonstraram que concentracdes entre 50 uM e
200 pM aos isdmeros de endossulfan (a-endossulfan e B-endossulfan) causaram
uma reducdo na viabilidade das células apds 24 h de exposicdo (PYERE et al.,
2014). Outro estudo semelhante, realizado por Sohn et al. (2004), com células
HepG2 e com células de cancer cervical, HeLa, mostrou que a viabilidade destas
células também reduz em concentracdes de 50 uM a 200 pM de endossulfan.
Porém, quando comparadas as duas, pela estimativa da ICsy (concentracao
necesséria para matar 50% das células), observou-se que a HepG2 € mais sensivel
ao endossulfan do que as células HeLa com o valor de 49,37 uM e 86 uM,
respectivamente (SOHN et al., 2004).

JA4 as células HepaRG, similares a HepG2, quando expostas a
concentracdes de endossulfan de 5 uM a 500 uM durante 24 h, tem suas atividades
reduzidas com 100 a 200 uM (SAVARY et al, 2014).

Porém, segundo Rastogi e colaboradores (2014), células de sertolli de ratos
wistar tém sua viabilidade diminuida quando expostas aos isdbmeros a-endossulfan e
B-endossulfan sob uma concentragcdo de 40 pM por 72 h, o que n&o ocorre em
outras concentragdes como 2 e 20 uM (RASTOGI et al., 2014).

Outra andlise de viabilidade celular realizada neste estudo foi o ensaio do
vermelho neutro. Assim como o ensaio MTT, foram usadas seis diferentes
concentracfes e também comparadas com o controle DMSO.

De forma semelhante aos resultados do MTT, nenhuma das concentracdes
utilizadas, no periodo de 24 h de exposicdo, levou a reducdo da viabilidade das

células, como demonstrado na figura 5.
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Ensaio do Vermelho Neutro -24 h
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Figura 5: Viabilidade Celular determinada pelo método do vermelho neutro. ANOVA de uma
via.

Outros trabalhos também utilizaram a técnica de vermelho neutro para
analisar a viabilidade de diferentes células. Um estudo, realizado por Song e
colaboradores (2012), avaliou a citotoxicidade do a-endossulfan e B-endossulfan em
células HepG2 em concentracbes que variavam de 1 uM a 100 uM durante o
periodo de 24 h. Com esses resultados, percebeu que a citotoxicidade deste
pesticida é concentracdo-dependente. Em outras palavras, quanto maior as
concentracfes de endossulfan sulfato, maior a citotoxidade (SONG et al., 2012).

Relacionando os resultados de ambos os ensaios nas células B16F10,
apresentados neste trabalho, com os resultados dos mesmos ensaios em células
diferentes, percebe-se que em concentracbes muito menores de endossulfan
diversas células ja apresentam uma reduc¢do na viabilidade celular, ao contrério do
que ocorre na B16F10. As concentragbes utilizadas neste trabalho de 0,012 uM;
0,12 uM; 1,2 uM; 12 uM; 120 uM; 1200 uM; podem ser comparadas com 0s outros ja
citados, uma vez que abrange todas as concentracdes dos outros estudos.

Uma possivel explicagdo desta diferenga significativa nos resultados da
célula B16F10 para as outras células pode ser pelo fato de que ao contrario deste,
outros estudos nao utilizaram o endossulfan sulfato, mas os isébmeros do pesticida
parental endossulfan. Isto poderia modificar os resultados apresentados, pois apesar

de os isbmeros a- endossulfan e B-endossulfan serem menos persistentes que o
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endossulfan sulfato, estudos com peixes demonstraram que ha maior toxicidade
deste metobolito em relacéo aos isbmeros (WEBER et al., 2010).

Outra explicacdo que poderia justificar essa diferenca nos resultados pode
ser as caracteristicas das proprias células B16F10. Fazendo uma analogia com o
melanoma, por este tipo de cancer ser um dos mais letais e menos responsivos a
quimioterapicos, hd uma maior resisténcia destas células em relacdo aos
xenobidticos. Portanto, a célula B1L6F10 pode ter um sistema de defesa mais robusto
do que o das outras células que sdo mais suscetiveis ao endossulfan. Além disso,
como o endossulfan € metabolizado no figado e a principal via de exposi¢do € a
trofica, as demais células do organismo devem entrar em contato com o endossulfan
sulfato e ndo com o composto parental (SONG et al., 2012).

Em relacdo a outros ensaios, ha na literatura estudos que sugerem que 0s
isdmeros a- endossulfan e B-endossulfan pesticida podem causar a producao de
espécies reativas de oxigénio e, assim, promover danos nas células HepG2 e HelLa
(SOHN et al., 2004). Ainda nessa mesma linha, segundo Rastogi e colaboradores
(2014), este pesticida pode causar morte nas células de Sertolli devido ao dano
oxidativo e a consequente ativacdo da via intrinseca da morte celular. Com isso, o
endossulfan pode influenciar na qualidade dos gametas masculinos (RASTOGI et
al., 2014). Ha também estudos que relacionam a exposicdo ao endossulfan a danos
genéticos. Segundo Lu e colaboradores, (2000) a exposicdo a este pesticida ja
apresentava o endossulfan como um agente genotoxico para as células HepG2 (LU
et al., 2000).

Portanto, fica evidente a necessidade de serem realizados outros ensaios
com o endosulfan sulfato nas células B16F10, uma vez que o0s ja realizados
utilizaram os isbmeros a- endossulfan e B-endossulfan e ndo o endosulfan sulfato
como o desse estudo. Logo, como perspectivas futuras podem ser realizados os
ensaios de proliferacéo e atividade de transportadores envolvidos com efluxo de

drogas.
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6 CONCLUSAO

O endossulfan sulfato, nas concentragdes de 0,012 uM; 0,12 pM; 1,2 uM; 12
pUM; 120 pM; 1200 uM, néo afeta a viabilidade celular das células B16F10.
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