AVALIACAO DA TOXICIDADE DE UM HERBICIDA NATURAL NA LINHAGEM DE
CELULAS NEURAIS HUMANAS SH-SY5Y

Leticia Nominato-Oliveira
leticia.nominato@aluno.fpp.edu.br
Juliana Ferreira da Silva

Larissa Lechinovski

Ana Carolina de Deus Bueno Krawczyk
Izonete Cristina Guiloski

RESUMO

Introducdo: O uso de altas concentracBes de herbicidas pré-emergentes em culturas
agricolas resulta na selecao de caracteristicas fenotipicas mais vantajosas para as ervas
daninhas. Neste sentido, a resisténcia adquirida em relacdo a grande parte dos
herbicidas comumente utilizados, revela a necessidade de minimizar o risco que esse
fenbmeno pode causar a seguranca alimentar global. Assim, novos produtos foram
desenvolvidos com fins de substituir esses herbicidas. O Herbicida Natural (HN) é
composto, principalmente, por extrato de capim ANNONI, 6leo de citronela, extrato de
pinus, extrato de platano e extrato de 6leo de Neen, e tem sido utilizado por agricultores
no Brasil. Contudo, estudos acerca de sua toxicidade e efeitos a longo prazo ainda séo
escassos, e tendo em vista o possivel risco para a salude da populacao faz-se necessario
um aprofundamento na compreensao de seus efeitos tdxicos. Para tanto foi utilizada uma
linhagem celular de neuroblastoma SH-SY5Y. Essa linhagem possui morfologia epitelial
e realiza duplicacdo em aproximadamente 48 horas. Os herbicidas glifosato e a atrazina,
com citoxicidade ja conhecida, foram usados neste estudo para fins de comparacgéao, ou
seja, como controles positivos. O glifosato € um herbicida ndo seletivo pés-emergente
muito aplicado nas culturas brasileiras que atua inibindo uma enzima essencial para a
sintese de aminoacidos aroméaticos, sem 0s quais a sobrevivéncia da planta é
impossivel. A atrazina € um herbicida de amplo espectro usado globalmente, é capaz de
inibir o processo de fotossintese, inviabilizando a planta, sabe-se que esse herbicida é
capaz de causar danos ao sistema endocrino além de levar a alteracbes em sistema
nervoso, principalmente em niveis dopaminérgicos.

Objetivos: Este estudo teve como objetivo avaliar a citotoxicidade e possiveis alteragcfes
bioquimicas causadas pelo Herbicida Natural em células SH-SY5Y.

Métodos: As células SH-SY5Y foram cultivadas com meio DMEM/F12, acrescido de
10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos (penicilina e estreptomicina)e mantidas em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. A exposicdo foi realizada com trés
concentracdes do HN (HN1: 0,6; HN2: 1,56 and HN3: 3,12 uL/mL), sendo que a maior
concentragdo, HN3, é equivalente a usada na agricultura, As concentracdes de glifosato
e atrazina foram ambas de 1pg/L, que é a maxima concentragdo permitida pela
legislagdo em a&gua. Também foi mantido um grupo controle negativo com apenas o
meio de cultivo. As células foram expostas por 24 e 72 horas com posterior execucao
dos testes de citotoxicidade e bioquimicos (atividade do sistema antioxidante e
neurotoxicidade). A citotoxicidade foi determinada pelo teste com o reagente Presto
Blue™ que avalia 0 metabolismo celular. Para tanto, as células foram cultivadas em
placas de 96 pocos e apés a exposicao, o reagente foi adicionado (10uL por poc¢o), e as
placas incubadas por 90 min e lidas a 570 e 600 nm em espectrofotbmetro. Para
avaliacdo de neurotoxicidade foi mensurada a atividade da Acetilcolinesterase (AChE)
por ensaio colorimétrico com reagente de Ellman. A alterac&o do sistema antioxidante foi



medida através da atividade das enzimas Superoxido dismutase (SOD), Glutationa
peroxidase (GPx) e Glutationa S-transferase (GST), além dos niveis de Glutationa
reduzida (GSH). A analise estatistica dos resultados foi efetuada com o programa
GraphPad Prism. A normalidade dos dados foi testada por Shapiro-Wilk, sendo que para
dados paramétricos foi realizada ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey e para
dados nao paramétricos foi utilizado Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.
Resultados: Os resultados demonstraram reducdo de aproximadamente 40% da
viabilidade celular na maior concentracdo do herbicida natural, em ambos os tempos de
exposicdo (24 e 72 horas). A maior concentragdo do herbicida natural também
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos controles positivos
atrazina e glifosato. Em 24 horas, HN3 elevou a atividade da enzima SOD. Também apos
24 h, a atividade da enzima AChE sofreu um aumento apds exposi¢cao as concentracées
HN2 e HN3. Houve também um aumento na AChE em 72 horas de exposicao, porém
causada por uma concentracdo mais baixa do HN. HN2 ainda causou uma elevacao na
atividade de GPx apds 24 horas de exposi¢cao. HN1 apenas levou ao aumento dos niveis
de GSH, ap6s 72 horas de exposicdo. Nao foi observada diferenca entre os herbicidas
glifosato e atrazina em relagdo ao controle em nenhum dos parametros analisados.
Concluséao: O sistema antioxidante e a atividade da Acetilcolinesterase foram induzidos
apos exposicao a todas as concentragdes do HN em ambos os tempos analisados (24 e
72 horas). Com base nesses resultados, € possivel observar que o HN causou alteracdo
na homeostase celular e a avaliacdo de outros mecanismos de citotoxicidade é
importante para que haja mais esclarecimento sobre sua seguranca. Ademais, € notavel
a necessidade de outros estudos sobre o tema, utlizando diferentes métodos,
concentracfes e ensaios, com o proposito de elucidar outros riscos a saude.
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