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RESUMEN

La atrazina es un herbicida ampliamente utilizado para el control de malezas, v,
desde su introduccion al mercado, ha sido asociado con disrupcion enddcrina,
neurotoxicidad, toxicidad reproductiva y estrés oxidativo en multiples organismos. En la
busqueda por compuestos que puedan presentar un efecto protector frente a los efectos
toxicos de la atrazina se encuentra la rutina, un flavonoide conocido por sus diversas
propiedades farmacoldégicas, entre ellas, actividad neuroprotectora. Sin embargo, hasta el
momento, no existen estudios evaluando el efecto protector de este flavonoide frente a los
efectos toxicos de la atrazina. En el presente trabajo fue investigado el efecto protector de
la rutina frente los efectos tdxicos de la atrazina, utilizando al nematodo Caenorhabidtis
elegans como modelo experimental. Para ello, primeramente se utilizaron tres
concentraciones de atrazina: 2000, 3000 y 4000 uM, para comprobar la toxicidad de la
atrazina en estos gusanos por medio de ensayos de sobrevivencia, desenvolvimiento,
reproduccién y comportamiento. Seguidamente, los gusanos fueron pre-tratados con 15,
30, 60 y 120 pM de rutina por 1 h, y luego fueron expuestos por 48 h a la mayor
concentracién de atrazina, para verificar si hubo un efecto protector mediante los ensayos
de desenvolvimiento y comportamiento. Los resultados obtenidos en los ensayos para
constatar la toxicidad de la atrazina indicaron una ausencia de letalidad, ningun efecto en
la reproduccidn, retraso en el desenvolvimiento y reduccion en la locomocion en todas las
concentraciones probadas, siendo la concentracién 4000 uM en donde se produjeron
efectos mas severos. El pre-tratamiento de los gusanos con las diferentes concentraciones
de rutina no revertio el retraso en el desenvolvimiento, contrariamente, las concentraciones
30, 60 y 120 uM mejoraron la locomocidén de los gusanos al aumentar la tasa de thrashes
en 20 s en comparacién a los gusanos expuestos a la atrazina que no fueron tratados con
rutina. Tales resultados comprueban la toxicidad de la atrazina, por medio de posibles
mecanismos de disrupcidon neuroendocrina y neurotoxicidad, esta ultima mediante
desregulacién del sistema serotoninérgico, asi como el efecto protector de la rutina frente

a la toxicidad producida por la atrazina, probablemente por un efecto neuroprotector
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mediante la regulacion del sistema serotoninérgico, demandando investigaciones
posteriores para comprobar las citadas suposiciones acerca de los mecanismos envueltos

en los efectos de estas sustancias, en C. elegans.

Palabras-clave: Atrazina; Rutina; Toxicidad; Caenorhabditis elegans; flavonoide.
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ABSTRACT

Atrazine is a widely used herbicide for weed control, and since its introduction to the market,
it has been associated with endocrine disruption, neurotoxicity, reproductive toxicity and
oxidative stress in multiple organisms. In the search for compounds that may have a
protective effect against the toxic effects of atrazine, rutin, a flavonoid known for its various
pharmacological properties, including neuroprotective activity, is an alternative. However, so
far, there are no studies evaluating the protective effect of this flavonoid against the toxic
effects of atrazine. In the present work, the protective effect of rutin against the toxic effects
of atrazine was investigated using the nematode Caenorhabidtis elegans as an experimental
model. For this, first, three concentrations of atrazine were first used: 2000, 3000 and 4000
MM, to verify the toxicity of atrazine in these worms through survival, development,
reproductive and behavior tests. Next, the worms were pre-treated with 15, 30, 60 and 120
MM rutin for 1 h, and then they were exposed for 48 h to the highest concentration of atrazine,
to verify if there was a protective effect through the development and behavior tests. The
results obtained in the atrazine toxicity tests indicated an absence of lethality, no effect on
reproduction, delayed development and reduced locomotion at all concentrations tested,
with the most severe effects occurring at 4000 uM concentration. Pre-treatment of worms
with the different concentrations of rutin did not reverse the delay in development,
nevertheless, the concentrations 30, 60 and 120 uM improved the locomotion of the worms
by increasing the rate of thrashes in 20 s compared to worms exposed to atrazine that were
not treated with rutin. The data obtained in this work proves the toxicity of atrazine, through
possible mechanisms of neuroendocrine disruption and neurotoxicity, the latter through
dysregulation of the serotonergic system, as well as the protective effect of rutin against the
toxicity produced by atrazine, probably by a neuroprotective effect through the regulation of
the serotonergic system, demanding further research to verify the aforementioned
assumptions about the mechanisms involved by these substances, in C. elegans.

Keywords: Atrazine; Rutin; Toxicity; Caenorhabditis elegans; flavonoids.
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RESUMO
A atrazina é um herbicida amplamente utilizado para o controle de plantas daninhas e,
desde sua introdu¢do no mercado, tem sido associado a desregulagdo endodcrina,
neurotoxicidade, toxicidade reprodutiva e estresse oxidativo em varios organismos. Na
busca por compostos que possam ter efeito protetor contra os efeitos toxicos da atrazina,
encontra-se a rutina, um flavonoide conhecido por suas diversas propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividade neuroprotetora. Porém, até o momento, ndo ha estudos
avaliando o efeito protetor desse flavonoide contra os efeitos da atrazina. No presente
trabalho, investigou-se o efeito protetor da rutina contra os efeitos toxicos da atrazina,
utilizando o nematoide Caenorhabidtis elegans como modelo experimental. Para isso,
primeiramente foram utilizadas trés concentragdes de atrazina: 2000, 3000 e 4000 uM, para
verificar a toxicidade da atrazina nestes vermes por meio de testes de sobrevivéncia,
desenvolvimento, reprodugéo e comportamento. Em seguida, os vermes foram pré-tratados
com rutina 15, 30, 60 e 120 uyM por 1 h, e entdo foram expostos por 48 h a maior
concentracdo de atrazina, para verificar o efeito protetor através de testes de
desenvolvimento e comportamento. Os resultados obtidos nos testes para verificar a
toxicidade da atrazina, indicaram auséncia de letalidade, nenhum efeito sobre a reproducao,
atraso no desenvolvimento e locomocéo reduzida em todas as concentracdes testadas,
sendo a concentracdo 4000 yM onde os efeitos mais severos foram produzidos. O pré-
tratamento dos vermes com as diferentes concentragdes de rutina ndo reverteu o atraso no
desenvolvimento, mas, as concentragdes 30, 60 e 120 yM melhoraram a locomog¢ao dos
vermes aumentando a taxa de thrashes em 20 s em relagdo ao aqueles vermes expostos
a atrazina que nao foram tratados com rutina. Estes resultados provam a toxicidade da
atrazina, através de possiveis mecanismos de desregulacdo neuroendocrina e
neurotoxicidade, esta ultima através da desregulacao do sistema serotonérgico, bem como
o efeito protetor da rutina contra a toxicidade da atrazina, provavelmente através de um
efeito neuroprotetor através da regulacéo do sistema serotonérgico, exigindo investigagées
posteriores para comprobar as suposi¢oes referidas sobre os mecanismos nos efeitos

destas substancias, em C. elegans.
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19

1. INTRODUCCION

La atrazina es un herbicida sistémico selectivo que actia como un inhibidor
fotosintético, y es aplicado para el control de malezas en cultivos de maiz, sorgo, cafia de
azucar, soja y trigo (YUANXIANG et al., 2014). Es uno de los herbicidas mas utilizados por
los agricultores. En Brasil, se situa en el cuarto lugar segun datos del Boletin Anual del
Instituto Brasilefio del Medio Ambiente y de los Recursos Naturales Renovables (IBAMA,
2020). Desde su introduccion en la agricultura, se han venido documentando sus efectos
toxicos tanto para el ecosistema como para la salud humana: (i) han sido detectados tanto
su forma parental como sus metabolitos, ademas de en zonas cercanas a su aplicacién, en
aguas subterraneas, rios, mares e incluso hielo del artico (MARTINS et al., 2018; SILVEYRA,
2019; CHERNYAK et al., 1996), y particularmente, en el estado de Sao Paulo, la atrazina
fue el analito mas detectado en distintas muestras de agua potable, y el segundo mas
presente en muestras de aguas de rios (MONTAGNER et al., 2014); (ii) en anfibios, provoca
estrés oxidativo, afecta el tiempo de metamorfosis de renacuajos, y causa hermafroditismo
y feminizacion en machos (ROHR & McCOQY, 2010), en peces african catfish interrumpio el
proceso embrionario y retraso la eclosion con severas deformidades en las larvas (OPUTE
& OBOH, 2020), en ratones C57BL/6 provocd neurotoxicidad disminuyendo
significativamente los niveles de serotonina de la corteza perirrinal (LIN et al. 2014); (iii) en
lo que respecta a humanos, estudios epidemioldgicos evidenciaron alteraciones en las
hormonas envueltas en el ciclo menstrual en mujeres (CRAGIN et al., 2011), reduccion de
la calidad del semen de la poblacion masculina préxima al areas de exposicion a este
herbicida (SWAN, 2006).

A la vista de las evidencias de los efectos toxicos de la atrazina, se hace
necesaria la busqueda de compuestos que presenten un efecto protector frente a ello. Entre
la vasta diversidad de compuestos con propiedades benéficas dentro del reino vegetal, se
encuentra la rutina, un compuesto bioflavonoide presente en especies de trigo sarraceno,
pasiflora, manzanos y planta de t¢ (HOSSEINZADEH & NASSIRI-ASL, 2014). Este
compuesto posee actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticarcinégena, antitumoral y
neuroprotectora, entre otras propiedades, las cuales han sido evidenciadas en estudios in
vivo e in vitro (PATEL & PATEL, 2019). Empero, se presenta una escasez de estudios en
relacion a su efecto protector frente a herbicidas, y, concretamente ante la atrazina, no
existe ningun dato publicado ni documentado hasta el momento.

Siendo asi, emerge la necesidad de investigacion del efecto protector de la
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rutina ante la atrazina. En virtud de la similitud de genes y vias de sefializacion con los seres
humanos, ademas de su facil manipulacion, bajo costo de manutencion, y su morfologia
transparente que permite el uso de marcadores fluorescentes, el nematodo Caenorhabditis
elegans se establece como un excelente modelo para toxicolégicos y farmacoldgicos
(ARANTES, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2018).

Delante de todo lo expuesto, el presente trabajo evaluara el efecto protector
de la rutina ante los efectos toxicos provocados por el herbicida atrazina, en el nematodo
C. elegans, frente a parametros de sobrevivencia, desenvolvimiento, reproduccion y

comportamiento.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ATRAZINA

Los herbicidas son vastamente utilizados en la produccion agricola para
controlar las plantas indeseadas que compiten con el cultivo por luz y nutrientes. Sin
embargo, existen preocupaciones serias asociadas a los riesgos que presentan estos
compuestos al ecosistema y a la salud humana, en virtud de su lenta degradacion, razén
por la cual se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, y por su naturaleza
toxica (FLORES-GARCiA et al., 2011, OVALLES et al., 2014). Entre los herbicidas mas
utilizados por los productores agricolas a nivel mundial, se encuentra la atrazina. En Brasil,
se situa en el cuarto lugar segun datos del Boletin Anual del Instituto Brasilefio del Medio
Ambiente y de los Recursos Naturales Renovables (IBAMA, 2020).

La atrazina (6-cloro-N2-etil-N*-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamina) (figura 1)
es un herbicida sistémico selectivo, fue patentado en Suiza en el afio 1958. Es ampliamente
usado en E.E.U.U., Australia, Sudéfrica, Venezuela y la mayoria de los paises europeos
desde principios de la década de 1960, para controlar la aparicion de malezas en cultivos,
principalmente de maiz, sorgo, cafa de azucar, soja, trigo, anana y varios tipos de pasturas,
y el crecimiento de malezas acuéaticas en lagos y estanques (GAGNETEN et al., 2021).

Figura 1 — Representacion molecular de la atrazina

Fuente: PubChem.

Elingreso de la atrazina a la planta se produce principalmente por las raices,
translocandose a través del xilema con la corriente de transpiracién y acumulandose en los
meristemas apicales y hojas. El mecanismo de accion de este herbicida (Figura 2) es

mediante el bloqueo del transporte de electrones del fotosistema Il durante la reaccién de

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



22

Hill, lo que provoca la inhibicion de la sintesis de hidratos de carbono, la acumulacion de
dioxido de carbono dentro de la hoja, la peroxidacion de lipidos en las membranas, la
destruccion de la clorofila y reduccion de la reserva de carbono, lo que ademas deriva en
el dafio de estomas y en la inhibicién de la transpiracion (GAGNETEN et al., 2021; MARCHI
et al., 2008).

Figura 2 — Mecanismo de accion de la atrazina
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La atrazina es absorbida por las raices de las malezas durante la pre-emergencia, mientras que en la
post-emergencia, la absorcion ocurre a través de las hojas. La atrazina inhibe el transporte de electrones
en el fotosistema Il. Fuente: GAGNETEN et al., 2021.

Debido a sus propriedades fisico-quimicas, la atrazina no se adsorbe fuertemente a
sedimentos y es poco soluble en agua. Por ello, en las formulaciones comerciales son
anadidos excipientes que le confieren una alta solubilidad en agua. Dependiendo de las
caracteristicas del suelo, condiciones climaticas y concentracion utilizada, presenta una
vida media de 2 a 6 meses (SYLVEYRA, 2019; JABLONOWSKI et al., 2011). La tabla

resume 1 sus propriedades fisico-quimicas:
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Tabla 1 — Propiedades fisico-quimicas de la atrazina

Propiedad Valor
Presentacion Sélido
Olor Inodoro
Color Blanco, incoloro
pH a 18,5°C 6,27
Densidad a 25°C (g ml) 1,23
Solubilidad en agua a 20°C (mg L") 35
Punto de ebullicién (°C) Se descompone antes de la ebullicién

Fuente: GAGNETEN et al., 2021.

La relativamente alta solubilidad en el agua y baja absorcidn en el suelo, asi como
la elevada persistencia es la causa frecuente de encontrar atrazina en cuerpos de agua
(HANSEN et al., 2013).

A causa del crecimiento exponencial del uso de atrazina, han sido dispersados
ampliamente tanto su forma parental como sus metabolitos, presentando un grado variable
de persistencia y toxicidad en el ambiente (SYLVEIRA, 2019). Por ello, se hicieron
necesarios estudios para el impacto de este herbicida sobre organismos no alvo. A
continuacion se describen sus efectos toxicos sobre distintas especies en estudios de
laboratorio:

e En experimentos conducidos en el insecto acuatico Chironomus tentans,
concentraciones superiores a 230 ug/L, redujeron la eclosion, y produjeron
desarrollo larvario aberrante, asi como la disminucién de pupas (DEWEY,
1986; MACEK et al., 1976);

e En peces zebrafish, concentraciones menores que 30 pg/L de atrazina
provoco una disminucion significativa en el recambio de serotonina y acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en el tejido cerebral de hembras adultas
(WIRBISKY et al., 2015); en peces African catfish, exposiciones a 4, 8, 12 y

16 ug/L indicaron que la atrazina interrumpié el proceso embrionario y retras6
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la eclosion com deformidades severas de las larvas (OPUTE & OBOH, 2020);

e En ranas de la especie Xenopus laevis, los machos expuestos a la atrazina
sufrieron una depresion en los niveles de testosterona, disminucion del
tamafio de las glandulas reproductivas, desarrollo laringeo
desmasculinizado/feminizado, comportamiento de apareamiento suprimido,

espermatogénesis reducida y fertilidad disminuida (HAYES et al., 2009);

e En codornices japonesas (Coturnix japonica), la administracion oral de
atrazina durante 45 dias a dosis de 0 a 500 mg/kg de peso corporal, resultaron
en una disminucién significativa en la ingesta de alimento, en el peso corporal,
en el recuento de eritrocitos, en la hemoglobina y en los valores de
hematocrito en comparacion con el control. Asimismo, los testiculos de las
aves tratadas con atrazina eran comparativamente mas pequenos (HUSSAIN
et al., 2011);

e Enratas Sprague-Dawley, tratamiento con 10 mg/kg a madres desde el dia 1
de gestacién hasta el dia 21 postnatal, provoco alteraciones moderadas en el
funcionamiento motor, redujo significativamente las concentraciones
estriatales de dopamina (DA) y acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), lo que
sugiere que la exposicién a la atrazina tiene el potencial de alterar las
neuronas DA nigroestriatales y los comportamientos asociados con el
funcionamiento motor (WALTERS, et al. 2015). En otro experimento, ratas
Sprague-Dawley alimentadas con atrazina a 10, 70, 500 y 1000 ppm en la
dieta durante 2 afios mostraron una reduccion del consumo de alimentos,
aumento de peso corporal, anemia, disminucion de la glucosa en sangre y
triglicéridos a 500 y 1000 ppm (MAYHEW, 1986). En ratas Fischer 344/LATI,
hubo un aumento de tumores mamarios benignos en machos, un aumento de
los tumores uterinos malignos en las hembras y un aumento de los tumores
del sistema hematopoyeético. Es posible que el tratamiento con atrazina haya
afectado el equilibrio hormonal, ya que los tumores de la gldndula mamaria y
del utero pueden ser tumores dependientes de hormonas (PINTER et al.
1990).
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La exposicion humana a la atrazina probablemente ocurre a través del agua potable,
con concentraciones de bebida entre 0,01 y 5 ug/L, independientemente de si se vive en
una zona urbana o rural. La deteccién de atrazina en fluidos corporales humanos, incluidos
fluido folicular, fluido de esperma y moco cervical, asi como estudios que muestran una
asociacion con el nacimiento de bebés prematuros y pequefios para la edad gestacional,
respalda su potencial para afectar negativamente la salud reproductiva humana. Los
efectos sobre el sistema reproductivo estan corroborados por la evidencia de estudios en
animales que muestran que la atrazina tiene efectos disruptores endocrinos en multiples

clases de animales, incluidos anfibios , peces, reptiles y roedores (HARPER et al., 2020).

2.3. RUTINA

Quimicamente, la rutina (figura 3) es un glucdsido de flavonol que se
sintetizan principalmente en las plantas superiores; los protegen de la radiacion ultravioleta
dafiina y de varios ataques patdgenos. La rutina se encuentra en las plantas y sus partes,
incluidas las frutas citricas como el limon, la naranja, la lima y la toronja. Los esparragos, el
trigo sarraceno, los frutos y flores del arbol Pagoda, el fruto del arbol Fava D'anta y bayas
como la morera (Morus alba) y la ruda (Ruta graveolens) son algunas otras fuentes. El trigo
sarraceno se considera una de las las mejores fuentes dietéticas de rutina. La rutina se
detectd por primera vez en R. graveolens y esta mayormente presente en las plantas, pero
rara vez esta presente en la porcion comestible. La rutina es uno de los flavonoides
dietéticos mas comunes consumidos regularmente por los seres humanos en en forma de
verduras, frutas y bebidas de origen vegetal como el vino y el té (PATEL & PATEL, 2019;
HOSSEINZADEH & NASSIRI-ASL, 2014).
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Figura 3 — Representacion molecular de la rutina

0

Fuente: PubChem.

La rutina tiene distintos usos: en la industria farmaceéutica, es utilizada como
antioxidante y colorante, asi como en las industrias de alimentacion animal, cosmética y
quimica. Ademas, también es utilizada como conservante de alimentos, estabilizador y
absorbente de rayos UV. La rutina también esta presente en varias medicinas herbales y
preparaciones multivitaminicas disponibles en el mercado (TYSZCZUK, 2009; KIM et al.,
2005; PATEL & PATEL, 2019).

La rutina tiene varias actividades farmacologicas que incluyen antialérgica,
antiinflamatoria, antitumoral, antibacteriana, antiprotozoaria, hipolipemiante, citoprotectora,
antiespasmadica, anticancerigena, antiplaquetaria, antiviral, antiulcerogeénica,
antitrombatica, vasoprotectora y antihipertensiva (PATEL & PATEL, 2019). A continuacion,
se citan algunos estudios realizados demostrando algunas de sus propiedades
farmacoldgicas:

e Efectos en el sistema antioxidante: La dieta de ratas conteniendo 1% de rutina,
por 20 dias, demostré un mostré un aumento en el nivel de antioxidantes
hepaticos en la rata (GAO et al., 2003); en ratas Wistar suplementadas con
rutina por 7 semanas, aumento el contenido de glutation en el higado, redujo
el dafio oxidativo en el higado y el bazo (medido por el contenido de y-ceto-
aldehido) y redujo las sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico en el corazén
(PATEL & PATEL, 2019);
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o Efectos ante transtornos sanguineos: los resultados de un estudio llevado a
cabo por Fernandes y colaboradores (2010) sugieren que la rutina puede
mejorar la hiperglucemia y la dislipidemia mientras inhibe la progresion de la
disfuncion hepatica y cardiaca en ratas diabéticas inducidas por
estreptozotocina; el efecto de la rutina a una dosis de 200 mg/kg p.o. en la
diabetes tipo | en ratones, se encontrdé que la administracion crénica de rutina
redujo la prevalencia de diabetes y previno significativamente, pero no
completamente, el desarrollo de hiperglucemia en ratones (SRINIVASAN et
al., 2005);

o Efectos ante el cancer: Se estudio la actividad antiangiogénica de la rutina
utilizando la formacion de capilares inducida por células de melanoma B16F-
10 en ratones C57BL/6, y se comprobd que la administracion de rutina inhibia
significativamente el niumero de capilares dirigidos por el tumor inducido al
inyectar células de melanoma B16F-10 en el lado ventral de ratones C57BL/6.
Ademas, la rutina fue capaz de inhibir la proliferacion, la migracién y la
formacion de tubos capilares de las células endoteliales humanas, que son
los pasos clave de la angiogénesis (PATEL & PATEL, 2019);

e Efectos en el sistema nervioso central: Se investigaron los efectos de la rutina
a 50mg/kg sobre el deterioro de la memoria espacial y la muerte neuronal
inducidos por la isquemia cerebral repetida en ratas, y se descubrié que la
rutina mejoraba el deterioro de la memoria espacial y la muerte neuronal en
el area CA1 del hipocampo (PU et al., 2007; PATEL & PATEL, 2019);

e Efectos en el sistema cardiovascular: se comprobé en modelos in vivo de
isquemia (ratas wistar machos) que la rutina reducia significativamente el
infarto de miocardio y la peroxidacion lipidica, lo que probablemente se debia

a la supresion del estrés oxidativo estrés oxidativo (ALl et al., 2009).

La actividad farmacoldgica de la rutina también ha sido explorada en el
modelo animal Caenorhabditis elegans:

e Se evaluo el efecto de la rutina sobre el metabolismo de los acidos grasos y
la actividad antioxidante, y los resultados indicaron que la rutina redujo el
almacenamiento de grasa en funcién de la regulaciéon de la expresion de los
genes relacionados con el metabolismo de los lipidos y, por tanto, de la

regulacion de la biosintesis del correspondiente acido graso insaturado (QIN
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et al., 2021);

e Se investigd los efectos de la rutina en el modelo EH (enfermedad de
Hunington) de C. elegans. Los resultados demostraron que el tratamiento
cronico con rutina redujo la agregaciéon de la proteina poliglutamina (polyQ)
en el musculo, redujo la muerte neuronal mediada por polyQ en las neuronas
sensoriales de ASH y prolongd la vida util, mediante actividad antioxidante, la
activaciéon de la degradacion de proteinas (autofagia) y las vias de
sefializacion insulina/IGF1 (1IS). Estos hallazgos indican que el consumo de
rutina podria ser util para prevenir la EH (CORDEIRO et al., 2020);

o Kampkétter y colaboradores (2007), estudiaron los efectos de los flavonoides
quercetina y rutina en Caenorhabditis elegans. Encontraron que ambos
flavonoides redujeron la acumulacion de ROS en caso de estrés térmico y el

grado de estrés oxidativo inducido.

2.4. Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre introducido como
organismo modelo en el mundo cientifico por Sidney Brenner en 1965. Es un nematodo de
suelo, cilindrico, no segmentado, no parasito ni patogénico, y mide aproximadamente 1 mm
de largor y 80 ym de diametro en edad adulta (RIDDLE et al. 1997; BRENNER, 1974;
ARANTES; 2016).

El C. elegans de tipo salvaje tiene dos formas sexuales: hermafroditas
autofecundadas y machos, sin embargo, la cantidad de machos es mucho menor (~0,2%).
Tienen un ciclo de vida corto (Figura 4) de aproximadamente 21 dias. La hermafrodita
gravida expulsa el huevo vy, tras la eclosion, pasa por cuatro estadios larvarios, L1, L2, L3,
L4 hasta llegar al estado adulto. Los hermafroditas adultos se autofecundan, iniciando un
nuevo ciclo vital. Si los gusanos en la fase L1 son sometidos a condiciones adversas, como
la privacion de alimentos, pueden entrar en un estado de diapausa durante un maximo de
4 meses (larva Dauer). Cuando se restablecen las condiciones favorables, los animales
reanudan su desarrollo (DE OLIVEIRA, 2019).
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Figura 4 — Ciclo de vida de C. elegans
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Fuente: adaptado de Pandey (2014).

Los C. elegans hermafroditas poseen 302 neuronas en su sistema nervioso,
mientras que los machos poseen 79 neuronas adicionales. Cada neurona tiene una
combinacion de propiedades unicas, como la morfologia, conectividad y posicion, para que
cada neurona pueda recibir una clasificacion unica. Fue el primer animal a tener su sistema
nervioso completamente mapeado (WHITE et al., 1986). Utilizan los mismos
neurotransmisores presentes en mamiferos: acetilcolina, acido gamma amino butirico,
glutamato, dopamina, serotonina y numerosos neuropéptidos (WHITE et al., 1986;
ARANTES, 2016).

Hay muchos atributos que hacen de C. elegans un modelo animal tan
exitoso y con un numero creciente de publicaciones en biologia del desarrollo, genética,
neurociencias, envejecimiento y ecotoxicologia (MOTA et al., 2001):

e Su corto ciclo de vida permite realizar estudios relacionados con la longevidad
en un espacio de tiempo practicamente impracticable en los modelos clasicos
de mamiferos (DE OLIVEIRA, 2019);

¢ Numerosas posibilidades relacionadas con la genética, ya que cerca del 60%
de sus genes tienen ortélogos en humanos (KALETTA & HENGARTER, 2006).

Esto abre puertas para el estudio de enfermedades humanas;
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La gran cantidad de cepas knockout y transgénicas existentes permite que
analisis genéticas simples y de bajo costo sean realizadas (ARANTES, 2016);
Gracias a su rapida reproduccion, corto ciclo de vida y alto numero de
progenie por gusano, se consigue obtener una gran cantidad de stock. Por
esta razon ofrece un mayor valor estadistico, debido al manejo de grandes
cantidades de stock en relacion a otros modelos bioldégicos como por ejemplo,
ratones. Esto aumenta la fiabilidad de los resultados (DE LA MAZA, 2016);

El mantenimiento y manipulacion de este nematodo en el laboratorio es
bastante simple debido a su pequeio tamafio y simplicidad. En condiciones
controladas, es mantenido en medio sélido (agar) o liquido, con Escherichia
coli como fuente de alimento, generalmente a 20°C (BRENNER, 1974;
ARANTES, 2016).
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3. JUSTIFICACION

La atrazina es un herbicida ampliamente utilizado en la agricultura, y en el
Brasil, segun datos del IBAMA, se situa entre los herbicidas mas vendidos. Existe una
amplia gama de resultados adversos para la salud que han sido descubiertos y estudiados
con respecto a la exposicion a la atrazina en muchos modelos animales: la exposicion
directa e indirecta a este herbicida provoca estrés oxidativo, inmunotoxicidad,
neurotoxicidad, efectos reproductivos y de desarrollo, efectos enddcrinos, genotoxicos y
carcinogenos (FAN, 2014; STRADTMAN & FREEMAN, 2021). En lo que respecta a la salud
humana estudios epidemioldgicos revelan alteraciones hormonales y reproductivas (SWAN,
2006; CRAGIN et al., 2011); ademas se constaté neurotoxicidad en células de
neuroblastoma dopaminérgico humano SH-SY5Y estimulados con atrazina (MA et al., 2015).

Sustancias con efecto protector frente a la toxicidad inducida por la atrazina
implicarian beneficios para la salud humana. La rutina, un flavonoide glucésido presente en
frutas y verduras, posee varias propiedades farmacoldgicas, las cuales han sido
evidenciadas por medio de estudios realizados con diversos modelos animales
experimentales, incluido el nematodo Caenorhabditis elegans. Se conoce que posee
actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticarcinégena, antitumoral y neuroprotectora,
entre otras propiedades (PATEL & PATEL, 2019; HOSSEINZADEH & NASSIRI-ASL, 2014).

La cantidad de estudios demostrando el efecto protector de la rutina frente
a la toxicidad de la atrazina es nula, hasta la fecha. Por ende, este trabajo pretende
establecerse como un punto de partida para estudios relacionados a la actividad protectora
de la rutina frente a la toxicidad de la atrazina, y contribuir con los datos obtenidos a futuras

investigaciones similares.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la rutina en la proteccion contra la toxicidad inducida

por la atrazina en el modelo Caenorhabditis elegans.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los efectos de la atrazina sobre la sobrevivencia, locomocién y

desenvolvimiento de C. elegans;
Verificar los efectos de las concentraciones de rutina sobre la sobrevivencia,

locomocién y desenvolvimiento de C. elegans expuestos a atrazina.
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5. METODOLOGIA

5.1. LOCALIDAD DE TRABAJO

Todas las etapas relacionadas al cultivo y manutencion, asi como los
distintos ensayos realizados con el nematodo C. elegans, fueron llevados a cabo en los
laboratorios Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular (Lab G009), mientras que las
observaciones posteriores fueron realizadas en el mismo laboratorio, asi como en el
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental (Lab G011), ambos ubicados en el Campus Jardin

Universitario de la Universidad Federal de la Integracién Latinoamericana.

5.2. CEPAS DE Caenorhabditis elegans Y Escherichia coli

La cepa de C. elegans utilizada en este proyecto fue la cepa salvaje N2, la
cual fue cedida por el Laboratorio de Neuroproteccion y Neurotoxicologia Experimental de
la Universidad Federal de Santa Maria (UFSM).

Para el alimento de los gusanos, fue empleada la bacteria E. coli cepa
OP50, ampliamente utilizada en los protocolos de manutencion del C. elegans cepa N2,
debido a su crecimiento limitado por ser auxotréfico de uracilo, que, como resultado, no se
forma una capa gruesa, el cual es util para los ensayos realizados con este nematodo
(STIERNAGLE, 2011).

5.3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES
5.3.1. Medio Caldo de Lisogenia LB

La bacteria E. coli OP50, fuente de alimento de los gusanos, fue mantenida
en medio caldo de lisogenia LB (liquido). Para los fines de este trabajo, fue preparado con
0,025 g/mL de polvo LB ajustada para 20 mL de agua destilada. Luego de pasar por el
autoclave y estar mas frio, fue afiadida 20 uL de sulfato de estreptomicina 100 mg/mL y 20

ML de nistatina. El frasco fue mantenido en la heladera a 4° C, hasta su uso.

5.3.2. Medio Crecimiento Nematoide NGM

El medio de crecimiento de nematodos (NGM) es el medio estandar para
el mantenimiento de C. elegans (BRENNER, 1974). Fue preparado con 2,5 g/L de peptona;
3 g/L de NaCl; 17 g/L de agar bacteriolégico; para 1 L de agua destilada. Después de
haberse autoclavado, y una vez que haya perdido suficiente calor, fue suplementado con 1
mL/L de CaClz2 1 M; 1 mL/L de MgSOa4 1 M; 25 mL/L de tampdn KPO4 1 M; 1 mL de solucion
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de colesterol 5 mg/mL de etanol 95%; 1 mL/L nistatina; 1 mL/L de sulfato de estreptomicina

100 mg/mL. El frasco fue almacenado en la heladera a 4° C, hasta su uso.

5.3.3. Tampén M9

Otro componente utilizado en todos los protocolos con C. elegans es el
tampdén M9. Este tampdn no presenta toxicidad para los nematodos y es empleado para su
crecimiento, como medio para distintos ensayos, o como buffer de lavado, entre otras
aplicaciones.

El tampdn M9 fue preparado con las siguientes sales: 3 g/L de KH2POg4; 6
g/L de Naz2HPOg4; 5 g/L de NaCl y 1 L de agua destilada. Seguidamente, fue llevado al
autoclave, y, al haberse enfriado, se adicion6 1 mL/L de MgSO4 1 M. El frasco fue

conservado en la heladera a 4° C.

5.3.4. Soluciones

Las distintas soluciones utilizadas en este trabajo fueron preparadas de la
siguiente manera: CaCl21 M (3,675 g de CaClz - 2H20, 25 mL de agua destilada); MgSO4
1M (6,162 g de MgSOs4 - 7H20, 25 mL de agua destilada); KPO4 1 M (108,3 g de KH2PO4,
35,6 g de K2HPO4, 1 L de agua destilada); colesterol 5 mg/mL (0,125 g de colesterol, 25 mL
de 95% etanol); sulfato de estreptomicina 100 mg/mL (2 g de sulfato de estreptomicina, 20
mL de agua destilada); nistatina 12500 Ul. Todas las soluciones fueron almacenadas en la
heladera a 4° C, excepto la nistatina y sulfato de estreptomicina, las cuales fueron
congeladas en alicuotas de 2 mL.

5.3.4.1. Solucién acuosa de atrazina

La atrazina comercial utilizada en este trabajo, de marca Nortox, fue
donada por la Profé. Dr2. Rafaella Costa Bonugli Santos (UNILA). Presenta la siguiente
composicion:

Tabla 2 — Composicion de la atrazina comercial de marca Nortox

COMPONENTES CONCENTRACION

6-chloro-N2-ethyll-N4-isopropyl-1,3,5-

o _ 900,00 g/kg (90,0% m/m)
triazine-2,4-diamine (ATRAZINA)

Otros ingredientes 100,00 g/kg (10,0% m/m)

Fuente: prospecto del producto.
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Se prepard una solucién madre de 5000 yM (0,010 g de atrazina, 10 mL
agua destilada), de la cual se realizaron diluciones en agua destilada para obtener las
distintas concentraciones de trabajo: 2000 M, 3000 uM y 4000 puM. La solucién madre fue

almacenada a temperatura ambiente y protegida de la luz.

5.3.4.2. Solucién etandlica de rutina

La rutina sintética en polvo utilizada en este trabajo fue donada por el
Laboratorio de Neuroproteccidon y Neurotoxicologia Experimental de la Universidad Federal
de Santa Maria (UFSM).

Una soluciéon madre de 12 mM (0,007 g de rutina, 1 mL de etanol absoluto)
fue preparada y de ella se obtuvieron las diferentes concentraciones mediante diluciones
en etanol absoluto: 6 mM, 3 mM y 1,5 mM. Estas soluciones fueron almacenadas a
temperatura ambiente. De ellas fueron retiradas alicuotas para obtener las concentraciones

finales de trabajo, se explicara apropiadamente el proceso en la seccion 5.6. de este trabajo.

5.3. MANUTENCION DE LA Escherichia coli

Las bacterias utilizadas para la alimentacion de los gusanos fueron
mantenidas en medio caldo de lisogenia LB. Una colonia de E. coli OP50 de una placa stock
con LB solido fue transferida al medio liquido LB previamente preparado. Se llevo a la estufa
a 37° C, por 24 h para su crecimiento. Al concretar las 24 h, se traslado a la heladera a 4°
C para su almacenamiento. Fueron realizados repiques a cada 4 semanas, o cuando fuera

necesario.

5.3. CULTIVO Y MANUTENCION DEL Caenorhabditis elegans

Los C. elegans fueron mantenidos en medio de crecimiento nematoide
sélido NGM, sembradas con E. coli OP50 como fuente de alimento, en placas de Petri de
60 mm de diametro, a 20° C, conforme el protocolo de Brenner (1974).

Fueron realizados repiques de las placas stock a nuevas placas con NGM
y E. coli frescas, aproximadamente cada 3 semanas, para la manutencion de los gusanos
(figura 5). Las placas utilizadas para la realizacion de los ensayos fueron repicadas de las
placas stock 3 dias antes de la sincronizacion cronoldgica. Esto se debe a que la
ovogénesis ocurre en la etapa adulta (aprox. 56 h en su ciclo de vida, a 20° C (MACK et al.,
2018)), por lo que al tercer dia, habra una gran cantidad de gusanos gravidos, mientras que

en el cuarto dia la placa no presentara buen rendimiento, ya que los gusanos habran puesto
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sus huevos (los cuales seran perdidos en el proceso de sincronizacion).

Figura 5 - Proceso de repique de C. elegans

Proceso de repique de C. elegans. a: A la izquierda, una placa fresca con NGM y E. coli, a la derecha,

placa stock de la cepa N2; b: es realizado un corte cuadrangular con la ayuda de una punta de
micropipeta estéril al agar de la placa stock con N2; c: es retirada cuidadosamente la porcion previamente
cortada; d: es colocada la porcidén con los gusanos volteados para abajo en la placa nueva. Al finalizar
el proceso, se rotula debidamente y se lleva a la incubadora a 20°C. Fuente: de la autora.

5.4. SINCRONIZACION CRONOLOGICA DEL Caenorhabditis elegans

Para poder llevar a cabo correctamente los distintos ensayos con estos nematodos, se debe
realizar una sincronizacion cronoldgica, la cual permite que todos los gusanos estén en un
mismo estadio (figura 6). Para ello, los gusanos adultos gravidos fueron sometidos a 5 mL
de solucion de lisis alcalina (1,5 mL NaCIlO 2%; 0,250 mL NaOH 10 M; agua destilada 3,250
mL), que disuelve la cuticula y permite que los huevos sean expulsados a la superficie.
Ademas, esta solucion lisa los huevos ya puestos por los gusanos antes del momento de
sincronizacion, los cuales interfieren en los resultados de los ensayos. Los huevos

resistentes al tratamiento fueron puestos en placas de petri conteniendo tampon M9, en
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ausencia de alimento, y dejados 24 h a 20° C para que eclosionen y alcancen la etapa L1.

La figura 7 muestra una comparacioén de las placas antes y después de la sincronizacion.
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Figura 6 - Protocolo de sincronizacion
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Placa con
C. elegans grévidas
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l conteniendo M9
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Protocolo de sincronizacion. Al finalizar, se traslada la placa conteniendo los huevos a una incubadora a 20° C, y se deja trascurrir un dia para que
todos los huevos eclosionen. Fuente: de la autora
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Figura 7 - Comparacion antes y después de la sincronizacion

Comparacion antes y después de la sincronizacion. A la izquierda, una imagen de microscopia 6ptica en
aumento 10x de una placa repicada 3 dias antes, en donde se observan individuos en distintas etapas
de la vida del C. elegans; a la derecha, imagen de microscopia éptica en aumento 4x mostrando el
resultado del proceso de sincronizacién, cada punto constituye un huevo. Fuente: de la autora.

5.5. ESTABLECIMIENTO DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLso) DE LA
ATRAZINA

Aproximadamente 1000 gusanos en estadio larval L1 fueron expuestos por
48 h a las siguientes concentraciones de atrazina: 2000 uM, 3000 uM y 4000 uM. Para ello,
se prepararon cuatro eppendorfs, con volumen final de 500 uL, uno para cada grupo y un
control negativo, que contenian lo siguiente:
e Grupo 1 - Control negativo: 45 uL de gusanos; 10 uL de E. coli; 45 uL de tampon M9,
400 yL de agua destilada.
e Grupo 2 - 2000 uM: 45 pL de gusanos; 10 pL de E. coli; 45 uL de tampon M9; 200
ML de sol. madre; 200 uL de agua destilada.
e Grupo 3 - 3000 uM: 45 pL de gusanos; 10 uL de E. coli; 45 uL de tampon M9; 300
ML de sol. madre; 100 uL de agua destilada.
e Grupo 4 - 4000 uM: 45 pL de gusanos; 10 uL de E. coli; 45 uL de tampon M9; 400
ML de sol. madre.
A las 24 h de exposicién, se tomd separadamente una alicuota de 5 UL de
cada eppendorf (aproximadamente 100 gusanos), y fueron colocados en distintas placas

de Petri de 35 mm de diametro con NGM y E. coli. Seguidamente, se realizé el ensayo de
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sobrevivencia.

Para los ensayos de desenvolvimiento, numero de huevos en el utero y
locomocidn, se espero al dia siguiente a que alcancen la etapa adulta. Finalmente, fueron
hechas comparaciones entre los distintos grupos para obtener el valor LCso, necesario para
poder realizar los ensayos con la rutina. Todo este procedimiento fue realizado 3 veces. La
figura 8 resume graficamente todos los procedimientos de esta seccion:

Figura 8 — Etapas de la preparacion para los bioensayos de los grupos expuestos a la

atrazina
-
il O I~ 8
Afadir gusanos + E. 3 —
coli + agua
destilada + tampon
M9 + atrazina
conforme cantidad q
de cada grupo P R
\ I L; ¢ Q\
g y § /.

Pipetear una alicuota en
placas con NGMy E. coli

|
T
® ! ) ® -

Llevar la placa ala
incubadora a 20° C por 24 h

VVVY - L+
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Control UM M UM
Disponer horizontalmente los
eppendorf en una placa de

petri

\}
Ensayos de sobrevivencia,

desenvolvimiento, n°® de
huevos en el Gtero,

locomocion

Fuente: de la autora.

5.6. PRE-TRATAMIENTO CON RUTINA 'Y POSTERIOR EXPOSICION A LAATRAZINA
Las soluciones de 1,5; 3; 6 y 12 mM fueron diluidas en etanol absoluto para
obtener las concentraciones finales en los eppendorf de 15, 30, 60 y 120 uM y 1% de etanol,
el cual no ejerce efecto sobre los gusanos, y que sera también el grupo control. Las
concentraciones fueron escogidas conforme al estudio de Cordeiro y colaboradores (2020).

Mil gusanos en estadio larval L1 fueron expuestos a las concentraciones
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15, 30, 60 y 120 uM de rutina por 1 h como pre-tratamiento. Para esto, seis eppendorfs,
con volumen final de 500 uL, fueron preparados, uno para cada grupo y un control negativo,
de la siguiente manera:
e Grupo 1 — Control negativo: 50 uL de gusanos; 445 L de tampdn M9; 5 L etanol 1%
e Grupo 2 — Gusanos con rutina en mayor concentracion, 120 uM (para demostrar que
la rutina sola no causa dano): 50 uL de gusanos; 445 uL de tampon M9; 5 uL de sol.
madre 12 mM.
e Grupo 3 — 15 uM: 50 uL de gusanos; 445 uL de tampon M9; 5 pL de sol. madre 1,5
mM.
e Grupo 4 — 30 uM: 50 uL de gusanos; 445 uL de tampdén M9; 5 uL de sol. madre 3
mM.
e Grupo 5 — 60 uM: 50 uL de gusanos; 445 uL de tampdén M9; 5 pL de sol. madre 6
mM.
e Grupo 6 — 120 pM: 50 uL de gusanos; 445 pL de tampon M9; 5 L de sol. madre 12
mM.
Concluida la 1 h de pre-tratamiento, los gusanos fueron lavados 3 veces
con tampon M9 para retirar la rutina. A continuacion, se proveyo a todos los grupos de 10
ML de E. coli; al control negativo y grupo 2 fueron afadidos 400 pyL de tampén M9; a los
grupos 3, 4, 5y 6 fueron afadidos 400 uL de sol. madre de atrazina, la cual constituye una
concentracién de 4000 uM de dicha sustancia. Estos grupos fueron dejados nuevamente
por 48 h en exposicion. Alas 24 h de exposicion, se tomd separadamente una alicuota de
5 pL de cada eppendorf, y fueron colocados en distintas placas de Petri de 35 mm de
diametro con NGM y E. coli. Al dia siguiente se realiz6 el ensayo de desenvolvimiento y
locomocion. Todo este procedimiento fue realizado 3 veces. La figura 9 resume

graficamente todos los procedimientos de esta seccion:
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Figura 9 — Etapas de la preparacién para los bioensayos de los grupos pre-tratados con
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Fuente: de la autora.

5.7. BIOENSAYOS
5.7.1 Ensayo de sobrevivencia

Cien gusanos de cada grupo fueron inspeccionados visualmente en un
microscopio éptico en aumento 4x, luego de 24 h de exposicion, para obtener el porcentaje
de vivos y muertos. Fueron considerados muertos a aquellos gusanos que no respondian
al contacto realizado con la punta de micropipeta, y vivos a los que si respondian al estimulo

fisico. El ensayo se realizo por triplicado.

5.7.2. Ensayo de desenvolvimiento

Después de la embriogénesis, C. elegans pasa por 6 etapas de desarrollo
(L1, L2, L3, L4, adultos jovenes y adultos que ponen huevos) en momentos especificos,
dependiendo de la temperatura. El desarrollo normal en C. elegans es obstaculizado por

numerosos téxicos, volviendo a un patron normal, una vez que se vuelven a encontrar
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condiciones favorables (ARANTES et al., 2016).
Mediante la observacion de la vulva, es posible distinguir las distintas
etapas de desarrollo de C. elegans (figura 9):

Figura 10 — Morfologia de la vulva en C. elegans

a: gusano en etapa L3. En esta etapa, aun no se hace visible la vulva. El circulo amarillo indica una
hendidura, que representa el Utero. b y c: morfologia de la vulva en etapa inicial y tardia de su
morfogénesis, respectivamente. El circulo amarillo indica la vulva. d: morfologia de la vulva de un gusano
adulto. El circulo amarillo indica la vulva. Fuente: adaptado de Porta-de-la-Riva et al. (2012).

Fueron analizados el desarrollo de la vulva de 100 gusanos de cada grupo
experimental, mediante microscopia 6ptica en aumento 10x, a las 48 h de exposicion. Los
gusanos que presentaban una morfologia de la vulva igual a la figura 9 b y c, fueron
categorizados como larvas L4. Los gusanos que presentaban la morfologia de la vulva
semejante a una “raya” fueron categorizados como adulto joven (figura 9 d), mientras que
los gusanos que presentaban huevos en el utero, se les categorizé como adulto con huevos.
Este ensayo se realizé para verificar las diferencias en el desenvolvimiento entre los grupos

experimentales con el control. El ensayo se realizo por triplicado.

5.7.3. Ensayo de numero de huevos en el utero

Los ensayos de numeros de huevo en el utero (egg in worm assay) implican
contar el numero de huevos retenidos en el utero de C. elegans. Este ensayo implica una
lisis alcalina de C. elegans adultas gravidas para eliminar la cuticula y separar los huevos
retenidos del animal (figura 10). Antes de la lisis alcalina, los gusanos se exponen a un
factor externo determinado, durante un periodo de tiempo fijo. Después de la lisis, es
bastante sencillo contar el numero de huevos retenidos dentro del utero de los gusanos
(GARDNER et al., 2013).
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Figura 11 — Disolucién de la cuticula de C. elegans por lisis alcalina
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A: Un gusano hermafrodita gravido es puesto en una gota de solucion de lisis alcalina. B a F: Durante
cinco a diez minutos, la cuticula del gusano comienza a disolverse. F: Las flechas negras indican los

huevos que fueron expulsados en la superficie. Fuente: GARDNER et al., 2013.

Para el ensayo de numero de huevos en el utero, se prepard una solucion
de lisis alcalina (2,5 mL NaOH 10 M; 5 mL NaClO 2%), el cual fue colocado en forma de
gotas de 10 uL en varios puntos de las placas donde se constataba presencia de gusanos.
Se dej6 que la solucion actue por 5 minutos, tiempo suficiente para que los gusanos mueran
y la cuticula se deshaga.

Se contabilizé la cantidad de huevos, utilizando un microscopio éptico en
aumento 10x, de 10 gusanos por grupo, a las 48 h de exposicion. El ensayo se realizd por

triplicado.

5.7.4. Ensayo de locomocion (thrashing assay)
El ensayo de locomocion requiere que los gusanos analizados estén libres
de bacterias o cualquier particula que pueda interferir en el nado, debido a la naturaleza

quimiotaxica de estos nematodos. Para ello, los gusanos fueron lavados 3 o 4 veces,
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dependiendo de la turbidez del liquido, con tampdn M9. A seguir, fueron trasladados a una
placa de Petri de 60 mm de didmetro con tampodn, y dejados 10 minutos para que se
adapten a la nueva superficie.

Se contabilizé el numero de thrashes, es decir, el movimiento corporal
completo hacia un lado y luego de regreso a la posicion original (figura 11), en tres intervalos
de 20 segundos por animal, de 10 gusanos por grupo por medio del microscopio optico en
aumento 4x, a las 48 h de exposicién. El ensayo se realizd por triplicado.

Figura 12 — Descripcion grafica del thrash de C. elegans

a . b

caeza . cabeza

cadeza

- &®

a: movimiento de nado de C. elegans; b: se muestra una secuencia de fotografias correspondiente al
movimiento de nataciéon un mismo gusano. Las flechas indican la direccion del movimiento de la parte

anterior del nematodo. Fuente: a: adaptado de Zhan et. al., 2022; b: de la autora.

5.8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico, asi como todos los graficos generados en este
trabajo, fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism v. 8.0. La significacion
estadistica se evalu6 mediante ANOVA de una via para comparar concentraciones en el
mismo grupo, y ANOVA de dos vias para comparar grupos (etapas de desarrollo), ambas
con multiples comparaciones de Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando p < 0,05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. ESTABLECIMIENTO DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLso) DE LA
ATRAZINA

La concentracion letal media (CLso) es una medida para evaluar el efecto
téxico de sustancias peligrosas, equivale a la concentracion de la sustancia medida que
causa la muerte del 50% de los organismos en un periodo de exposicién determinado
(VAZQUEZ-VILLEGAS et al., 2018).

Los resultados de la exposicién a las concentraciones 2000, 3000 y 4000
MM de atrazina por 24 h, como descrito en la seccién 5.5., estan indicados en el grafico 1.

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las medias de cada grupo.

Grafico 1 — Porcentaje de sobrevivencia de C. elegans frente a la atrazina
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Efecto de la exposicion por 24 h a la atrazina (2000 — 4000 uM) en la sobrevivencia de los nematodos.
Los valores representan medias + DE de 3 réplicas biolégicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey.

En un estudio realizado por Espifieira y colaboradores (2018), se obtuvo
una letalidad de hasta 18% en concentraciones menores a 600 uM en gusanos que fueron
expuestos por 24 h a la atrazina en etapa L4, sin embargo, en este trabajo, los gusanos
fueron expuestos a concentraciones mucho mayores y en etapas larvales mas sensibles, e

incluso asi, no se encontro diferencia estadisticamente significativa con la media, indicando
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que la mortalidad observada, que no excedié del 2% en todos los grupos, se debié al acaso.
La ausencia de letalidad presenciada en este trabajo concuerda con el estudio llevado a
cabo por Zhou y colaboradores (2021), en donde larvas en estadio L1 fueron expuestos a
distintas concentraciones de atrazina (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 mg/L), hasta la etapa adulta,
arrojé como resultado que todas las concentraciones no fueron letales para los nematodos.
Asimismo, Fan A. (2014) afirma que la atrazina tiene una toxicidad aguda relativamente
baja en animales de laboratorio.

Con todo esto, no fue posible establecer un valor CLso para utilizar en las
exposiciones posteriores a la atrazina. No obstante, en virtud de los efectos observados en
los ensayos de desenvolvimiento y locomocion, fue escogida la concentracion de 4000 uM

como concentracion de trabajo en los ensayos que envolvieron el pre-tratamiento con rutina.

6.2. BIOENSAYOS
6.2.1. Ensayo de sobrevivencia

El resultado del ensayo de sobrevivencia de exposicion frente a la atrazina
se muestra en el grafico 1.

En vista de que no hubo diferencias significativas con el control negativo en
el ensayo de sobrevivencia de exposicion frente a la atrazina, se decidié no realizar dicho

ensayo para los grupos de pre-tratamiento con rutina.

6.2.2. Ensayo de desenvolvimiento

Los resultados del ensayo de desenvolvimiento, realizadas a las 48 h de
exposicion a las diferentes concentraciones de atrazina, mostraron un evidente retraso en
el desenvolvimiento de los grupos expuestos a 2000, 3000 y 4000 uM de atrazina (grafico
2). Alas 48 horas de exposicion, el 79% de los gusanos en el grupo control (agua destilada)
ya se habian convertido en adultos con huevos, mientras que los grupos expuestos a las
concentraciones 2000, 3000 y 4000 uM solamente poseian el 55% (p<0.001), 28%
(p<0.001) y 15% (p<0.001), respectivamente, de adultos con huevos.
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Grafico 2 — Progreso del desarrollo de los gusanos de cada grupo en el ensayo de

desenvolvimiento
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Efecto de la exposicidn por 48 h a la atrazina (2000 — 4000 uM) sobre el desarrollo de los nematodos.
Se observaron diferencias estadisticamente significativas (***) entre todos los grupos con respecto al
control, evidenciando un retraso en el desarrollo. Los valores representan medias + DE de 3 réplicas
bioldgicas independientes. La significaciéon estadistica fue evaluada mediante la prueba de ANOVA de
dos vias con post-test de Tukey.

El 18% de los gusanos del grupo control (agua destilada) se encontraban
en la etapa de adulto joven, entre tanto, el porcentaje de adultos jovenes de los grupos
expuestos a las concentraciones 2000, 3000 y 4000 uM fueron 31% (p<0.05), 53% (p<0.001)
y 60% (p<0.001) respectivamente. En lo que respecta a gusanos en etapa L4, el grupo
control presenté un 1% de gusanos en esta etapa, contrariamente al 13% (p<0.05), 18%
(p<0.001) y 24% (p<0.001) de gusanos de los grupos expuestos a las concentraciones 2000,
3000 y 4000 pM, respectivamente.

La atrazina es el herbicida mas conocido entre el grupo de los herbicidas
triazinas. Este herbicida ampliamente utilizado ha sido asociado con citotoxicidad, estrés
oxidativo, toxicidad reproductiva y retrasos en la maduracion sexual de animales
(NICOLOPOULOU-STAMATI et al., 2016). El retraso en el desarrollo observado en el
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ensayo de desenvolvimiento coincide con los resultados de Moya y colaboradores (2022)
en donde observaron que 12 h después del final del tratamiento con atrazina, el porcentaje
de C. elegans gravidos en la poblacion tratada igualé al grupo control.

Los mecanismos por el cual la atrazina provoca un retraso en el desarrollo
de C. elegans no son conocidos hasta el momento. No obstante, Moya y colaboradores
(2022) manifiestan que el tratamiento de los nematodos durante la etapa L4 produciria un
desequilibrio hormonal que conduciria a un retraso en el desarrollo de esta ultima muda
larvaria, ya que ha sido demostrado que esta etapa esta regulada con precision por sefiales
neuroenddcrinas (MOYA et al., 2022; RUSSEL et al., 2011).

Al haber observado y corroborado el retraso en el desarrollo de los gusanos
expuestos a la atrazina, se procedio a realizar este ensayo con los grupos pre-tratados con
rutina, para observar si la rutina podria reducir el porcentaje de retraso evidenciado en la
exposicion a la atrazina. Los datos obtenidos se presentan en la tabla 2.

Tabla 3— Media de las tres replicatas obtenidas en el ensayo de desenvolvimiento con los
gusanos pre-tratados con rutina
ETAPAS DE DESARROLLO (%)

GRUPOS
L4 Adulto Joven Adulto con Huevos
Control 3,35+5,8 27,88 £19,5 68,76 + 23,3
15 uM 18,88 + 14,4 51,63 + 20,5 29,49 + 17,3
30 uM 13,72 £ 10,7 55,69 + 27,2 30,59 + 31,7
60 uM 18,84 + 18,1 51,74 + 23,4 29,43 + 25,6
120 pM 16,83 £19,6 56,34 + 15,7 26,52 + 21,3

120 pM (no atz) -

Los numeros equivalen a las medias de las tres replicatas (%) + DE de 3 réplicas bioldgicas
independientes. Datos del grupo 120 uM (no atz) no son presentados debido a que solo se realizé el

conteo de una replicata.

Es necesario realizar una aclaracion sobre los datos de esta tabla. La tabla
presenta la media de las 3 replicatas realizadas con sus respectivas desviacién estandar,
sin embargo, no constituyen una representacién fidedigna de este ensayo debido a (i): las
replicatas fueron hechas en el mismo dia, sin embargo, en diferentes horarios (apréx. 6 h
de diferencia entre replicata 1 y replicata 2-3). Esto resulté en una diferencia notable de
medias entre replicatas, explicado por el hecho de que los gusanos pueden pasar de etapa

L4 (tardia) a adulto joven en cuestion de horas, de la misma manera en que los adultos
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jévenes pueden producir huevos también en cuestidn de horas. Por ello, los datos obtenidos
de cada replicata solo pueden ser comparados con su respectivo control. Todos estos
factores imposibilitaron efectuar el analisis estadistico necesario para evaluar las
diferencias entre grupos. Pese a todo lo expuesto, se pudo observar visualmente
diferencias entre grupos con respecto al control. En las 3 replicatas, cada control
presentaba una mayor cantidad de adultos con huevos y una menor cantidad de adultos
jovenes/L4, contrariamente a los grupos pre-tratados con rutina, en los que fueron
observados una proporcién mayor de adultos jovenes/L4 y menor proporcion de adultos
con huevos. Como consecuencia a lo manifestado, no fue posible obtener un resultado

preciso del efecto de la rutina ante el retraso en el desarrollo provocado por la atrazina.

6.2.3. Ensayo de numero de huevos en el Utero

Caenorhabditis elegans es un gusano hermafrodita que se autofecunda.
Durante su ciclo de vida, C. elegans debe pasar por cuatro etapas larvales desde el
momento que eclosiona, para alcanzar la etapa adulta, todo dentro de dos a cuatro dias.
Un gusano puede, en promedio, producir 300 crias en un periodo de 3 dias (4 - 10 huevos
puestos por hora). El numero de huevos en el utero es una funcién tanto de la tasa de
produccion de huevos como de la tasa de puesta de huevos. Un circuito motor y neural
intacto es necesario para que el proceso de puesta de huevos sea exitoso (GOHARI et al.,
2019; GARDNER et al., 2013).

Los resultados del ensayo de numero de huevos realizado en este trabajo

estan ilustrados en el grafico 3.
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Grafico 3 — Media de numero de huevos en el Utero luego de la exposicion a la

atrazina

107

huevos en el Utero

0- T T
Control 2000 3000 4000

Atrazina (uM)

Efecto de la exposicién por 48 h a la atrazina (2000 — 4000 uM) en el nimero de huevos en el Utero de
los nematodos. Los valores representan medias + DE de 3 réplicas biolégicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-

test de Tukey.

No se encontraron diferencias significativas en la media de numero de
huevos en el utero de los tres grupos expuestos a la atrazina, con relacién al control, asi
como tampoco entre grupos. En previos estudios (ZHOU et al., 2021; GARCIA-ESPINEIRA
et al., 2018; MOYA et al., 2022), se investigo el efecto de la atrazina sobre el tamafio de
cria en C. elegans, parametro (endpoint) similar al nimero de huevos en el utero, y se
encontré que la atrazina redujo considerablemente (p>0.01 y p>0.001) el tamafo de cria.
En el estudio de Moya y colaboradores (2022), se halld6 que la atrazina produjo una
subexpresioén significativa de los genes asociados a la espermatogénesis y ovogénesis, lo
que explicaria la disminucidn del tamafio de cria que se obtuvo en dicha investigacién. Sin
embargo, las concentraciones y tiempos de exposicidn, entre otros factores, de los estudios
citados, fueron diferentes a los de este trabajo, lo que da lugar a discrepancias entre
resultados. Aun asi, seria recomendable modificar las concentraciones de exposicion o

algunos parametros relacionados con la metodologia, para poder obtener un resultado
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similar a los estudios anteriores y confirmar la hipétesis de que la atrazina impacta de
manera negativa en los procesos relacionados a la espermatogénesis y ovogénesis,
disminuyendo la cantidad de huevos producidos

Puesto a que no se encontraron diferencias entre los grupos expuestos a
la atrazina con respecto al control, se decidié no efectuar este ensayo para los grupos de

pre-tratamiento con rutina.

6.2.4. Ensayo de locomocion

El thrashing assay, en el que los nematodos se colocan en liquido y se
estima la frecuencia de los movimientos laterales de natacion (thrashes), es un método bien
establecido para medir la motilidad en el organismo modelo genético C. elegans. Se utiliza
como indice de los efectos de farmacos, sustancias quimicas o mutaciones en la motilidad
y ha resultado util para identificar mutantes que afectan este comportamiento
(BUCKINGHAM & SATTELLE, 2009).

En el thrashing assay realizado a los gusanos expuestos a la atrazina, se
observd que los grupos expuestos a 2000, 3000 y 4000 uM de atrazina presentaron una
media de 59, 57 y 52 thrashes en 20 segundos, respectivamente, mientras que el control
(agua destilada) presentd una media de 63 thrashes en 20 segundos. La atrazina redujo el
movimiento de nado de los gusanos en un 6,8% (p<0.05), 9,4% (p<0.001) y 16,6% (p<0.001)
en las concentraciones de 2000, 3000 y 4000 uM, respectivamente, en comparacion al
control. El post-test de Tukey indicé una diferencia no significativa entre los grupos 2000 y
3000 uM, y una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 3000 y 4000 uM

(p<0.05) como mostrado en el grafico 4.
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Grafico 4 — Efecto de la atrazina sobre la locomocion de C. elegans
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Media de los thrashes en 20 s del grupo control y los grupos expuestos a 2000, 3000, 4000 uM de
atrazina por 48 h. Los valores representan medias + DE de 3 réplicas biolégicas independientes. ns: no

significativo; ** p<0.05; *** p<0.001 segin ANOVA de una via con post-test de Tukey.

La disminucion en la tasa de thrashes como consecuencia de la exposicién
a la atrazina concuerda con el resultado obtenido por Zhou y colaboradores (2021), en
donde concentraciones de 0.01, 0.1, 1 y 10 mg/L de atrazina redujeron notablemente la
media de thrashes/min de los gusanos.

En lo que respecta a los grupos de pre-tratamiento con rutina, el ensayo
arrojo los siguientes resultados (grafico 5): la media de thrashes en 20 s de los grupos con
pre-tratamiento de 15, 30, 60 y 120 uM de rutina fueron 54, 57, 61 y 64, respectivamente,
a la vez que la media de thrashes en 20 s del control (1% etanol) y el grupo de 120 uM de
rutina (sin atrazina) fueron 65 y 64, respectivamente. La rutina en concentraciéon 15 yM no
mejoro el nado de los gusanos, ya que no presento diferencia estadisticamente significativa
con el grupo de exposicion a 4000 uM de atrazina, contrariamente a las concentraciones
30 y 60 y 120 uM, que mejoraron significativamente el nado de los gusanos. El post-test de

Tukey indicd una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos 15 y 30 uM

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



54

(p<0,05), 30 y 60 uM (p<0,001), mientras que entre los grupos 120 y 120 (sin atrazina) uM,
no hubo diferencia estadisticamente significativa, tampoco estos ultimos con el control.
Grafico 5 — Efecto del pre-tratamiento con rutina sobre la disminucion en la locomocién

de C. elegans

* %%k ns
80 - » *kk —
s — ns ns
r 1 *kk
| —
*kk I

thrashesen 20 s
N S (@)}
(e} (@) (e} (@)
| | ] |
- H
_l
“ -

Concentraciéon (uM)

Media de los thrashes en 20 s del grupo control y los grupos pre-tratados con 15, 30 60, 120 uM y 120
MM (sin exposicién a la atrazina) de rutina por 1 h. La media del grupo expuesto a 4000 yM de atrazina
por 24 h se afadié para demostrar la no significancia estadistica con el grupo de 15 pM. Los valores
representan medias + DE de 3 réplicas bioldgicas independientes. ns: no significativo; **p<0.05;

*kk

p<0.001 segun ANOVA de una via con post-test de Tukey.

Los comportamientos de locomocidn son un indicador de evaluacién rapida
que refleja si el sistema nervioso de los gusanos esta dafiado y se ha demostrado que es
sensible a la toxicidad quimica (ZHANG et al., 2022).

Caenorhabditis elegans es un gusano de vida libre capaz de moverse en el
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agua y en la tierra. Se ha evidenciado que C. elegans usa distintos modos de andar para
nadar en el agua y para arrastrarse en la tierra, y a su vez, son regidos por distintos circuitos
neuronales (VIDAL-GADEA et al., 2012). La dopamina induce a arrastrarse (crawling) en
un ambiente de baja viscosidad, mientras que la serotonina induce a nadar en liquidos poco
profundos, asi como también es necesaria para mantener una natacién normal (VIDAL-
GADEA et al., 2011; GJORGJIEVA et al.,, 2014). Vias serotoninérgicas comprometidas
pueden resultar en comportamientos de natacion mal coordinados en C. elegans, como ha
sido demostrado por Vidal-Gadea y colaboradores (2011). La atrazina es un conocido
disruptor enddcrino, pero poco se habla sobre las alteraciones en el sistema nervioso y nivel
de neurotransmisores. A pesar de la escasez de estudios investigando el papel de este
herbicida sobre la neurotoxicidad en comparacion a su papel en la disrupcion endécrina,
existen algunos estudios que apuntan a una desregulacién del sistema serotoninérgico a
causa de exposicion a dosis de atrazina: fueron reportados alteraciones en el sistema
serotoninérgico y genes asociados a esta via en zebrafish (WIRBISKY et al., 2015; LAMB
et al., 2020), asi como en ratas C57BL/6 (ZHOUMENG et al., 2014) y ratas Wistar
(RAJKOVIC et. al., 2011). Sin embargo, hasta la fecha de hoy, no han sido investigados los
mecanismos exactos por el cual la atrazina induce un dafio en el sistema serotoninérgico.
Dicho esto, con los resultados obtenidos en el ensayo de locomocion en este trabajo, en
adicion a los previos estudios que avalan la influencia de la atrazina sobre la via
serotoninérgica, se infiere que la reduccion en la media de thrashes de los gusanos
expuestos a la atrazina sea a consecuencia de un posible efecto neurotéxico ejercido por
la atrazina por medio de una desregulacion del sistema serotoninérgico. No obstante, para
demostrar la veracidad de dicha hipotesis, son necesarios estudios midiendo la cantidad de
este neurotransmisor entre los grupos no expuestos y los expuestos a la atrazina, o
analizando la transcripcion de ARNm de genes involucrados en la regulacion del sistema
serotoninérgico, asi como también realizar este mismo ensayo con cepas mutantes
serotonina-deficientes.

En cuanto a la mejoria observada en los grupos pre-tratados con rutina por
1 h, se deduce que la rutina ejercié un efecto protector posiblemente via regulacion del
sistema serotoninérgico. Esta deduccion es apoyada por los hallazgos de Shih-Hang y
colaboradores (2013), en el cual la rutina incrementé la concentracion de serotonina y otros
neurotransmisores en distintas regiones del cerebro de ratas Sprague Dawley. Evidencias
similares fueron presentadas por Machado y colaboradores (2007), que sostienen que la

rutina aumentdé la disponibilidad de serotonina y otro neurotransmisor en la hendidura
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sinaptica en ratones Swiss. Aun asi, son necesarios estudios posteriores para validar la

autenticidad de dicha deduccion.
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7. CONSIDERACIONES FINALES

¢ No se observé letalidad en C. elegans expuestos a las concentraciones probadas de
atrazina, por ello, no fue establecido un valor de CLso. Sin embargo, esto no significo
que el producto no sea toxico para los gusanos en las concentraciones evaluadas,
puesto que los datos obtenidos en este trabajo evidencian diferencias significativas
en los parametros de desenvolvimiento y locomocion en las concentraciones
subletales.

e La atrazina produjo retraso en el desenvolvimiento de C. elegans en todas las
concentraciones probadas, evidenciado por el hecho de que el control presentd una
mayor proporcién de adultos con huevos, contrariamente a los grupos expuestos a
atrazina, quienes presentaron una mayor proporcion de adultos jévenes/L4.

o A pesar de realizar el ensayo de desarrollo con los gusanos pre-tratados con rutina,
no fue posible obtener un resultado concreto del efecto de la rutina ante el retraso
en el desarrollo provocado por la atrazina.

¢ No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la media de huevos
en el utero de C. elegans expuestos a las concentraciones de atrazina con respecto
al control.

e Es imprescindible la repeticién del ensayo de desenvolvimiento con los grupos de
pre-tratamiento de rutina, para constatar el efecto de la rutina ante el retraso en el
desarrollo provocado por la atrazina.

e Todas las concentraciones de atrazina utilizadas en este trabajo afectaron de forma
negativa en la locomocion de C. elegans, reduciendo la tasa de thrashes en 20 s en
un 6,8%, 9,4% y 16,6% en las concentraciones de 2000, 3000 y 4000 uM
respectivamente.

e La rutina ejercido un efecto positivo en las concentraciones 30, 60 y 120 uM al
aumentar la tasa de thrashes en 20 s de los gusanos expuestos a la atrazina (4000
MM)..

e La atrazina es reconocida como un disruptor endécrino, pero poco se habla sobre su
papel en el sistema nervioso y alteraciones en los neurotransmisores. Los resultados
obtenidos en el ensayo de locomocion indican un posible efecto neurotdxico ejercido
por la atrazina por medio de una desregulacion del sistema serotoninérgico;

o La mejoria en la locomocion de los gusanos pre-tratados con rutina probablemente
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sea por un efecto neuroprotector mediante la regulacion del sistema serotoninérgico;
e Se hace necesaria la realizacion de estudios adicionales para corroborar las
hipétesis surgidas sobre el posible efecto neurotdxico y disruptor neuroendocrino de

la atrazina, asi como el posible efecto neuroprotector de la rutina, en C. elegans.

Versdo Final Honol ogada
21/ 08/ 2022 08: 44



59
REFERENCIAS

ARANTES, L. P. et al. Guarana (Paullinia cupana Mart.) attenuates methylmercury-induced
toxicity in Caenorhabditis elegans. Toxicology Research, v. 5, n. 6, p.1629-1638, 2016.

ARANTES, L. P. Caenorhabditis elegans como modelo experimental para estudos
toxicolégicos e farmacolégicos dos extratos de Luehea divaricata e Paullinia cupana.
Tesis (Maestria en Ciencias Bioldgicas: Bioquimica Toxicolégica) — Universidad Federal de
Santa Maria — Santa Maria, 2012.

ALI, M. S. et al. Cardioprotective effect of tetrahydrocurcumin and rutin on lipid peroxides
and antioxidants in experimentally induced myocardial infarction in rats. Pharmazie, v. 64,
n. 2, 2009.

ASIF, M. K. et al. A Plate Based Assay for Determination of the Median Lethal Dose of 1-
Hydroxyphenazine in Caenorhabditis elegans. microPublication Biology. 2021

BONASSA, G. R. Sele¢cao de fungos para o desenvolvimento de bioinoculante
parabiorremediagcao de solos agricolas impactados com atrazina. 2021. Trabajo de
Conclusion de Curso (Grado en Biotecnologia) - Universidad Federal de la Integracion
Latinoamericana - Foz de Iguazu, 2021.

BUCKINGHAM, S. & SATTELLE, D. Fast, automated measurement of nematod swimming
(thrashing) without morphometry. BMC Neuroscience, v. 10, 2009.

CHERNYAK, S. M. et al. Evidence of currently-used pesticides in air, ice, fog, seawater and
surface microlayer in the Bering and Chukchi seas. Marine Pollution Bulletin, v. 32, n. 5,
p. 410-419, 1996.

CORDEIRO, L. M. et al. Rutin protects Huntington’s disease through the insulin/IGF1 (IIS)
signaling pathway and autophagy activity: Study in Caenorhabditis elegans model. Food
and Chemical Toxicology, v. 141, 2020.

CRAGIN, L. A. et al. Menstrual cycle characteristics and reproductive hormone levels in
women exposed to atrazine in drinking water. Environmental Research, v. 111, n. 8, 2011.

DE LA MAZA, N. Efecto del ibuprofeno en la longevidad del modelo Caenorhabditis
elegans. 2016. Trabajo final de grado (Licenciatura en Biotecnologia) — Universidad
Argentina de la Empresa, 2016.

DE OLIVEIRA, R. B. Atividade antioxidante e neuroprotetora dos sucos de laranja
Citrus sinensis L. Osbeck (Bahia e Cara Cara) no modelo Caenorhabditis elegans.
2019. Tesis (Doctorado en Biotecnologia) - Universidad Federal de Rio Grande do Norte -

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



60

Natal, 2019.

ESPINEIRA, M. G. et al. Toxicity of atrazine and glyphosate-based formulations on
Caenorhabditis elegans. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 156, p. 216-222,
2018.

FERNANDES, A. A. et al. Influence of rutin treatment o biochemical alterations in
experimental diabetes. Biomedicine & Pharmacoteraphy, v. 64, n. 3, 2010

FLORES-GARCIA, M. E. et al. Residuos plaguicidas en aguas para consumo humano en
una comunidad agricola del estado Mérida, VVenezuela. Investigacion Clinica, v. 52, n. 4,
2011.

GAO, Z. et al. Antioxidant status and mineral contents in tissues of rutin and baicalin fed
rats. Life Sciences, v. 73, n. 12, 2003.

GARDNER, M. et al. Measuring the effects of bacteria on C. elegans behavior using an egg
retention assay. Journal of Visualized Experiments, v. 80, 2013.

GRAYMORE, M. et al. Impacts of atrazine in aquatic ecosystems. Enviroment
International, v. 26, n. 7, p. 483-495, 2001.

GJORGUJIEVA, J. et al. Neurobiology of Caenorhabditis elegans locomotion: where do we
stand?. BioScience, v. 64, n. 6, p. 476-486, 2014.

HANSEN, A. M. et al. Atrazina: un herbicida polémico. Revista Internacional de
Contaminacién Ambiental, v. 29, p. 65-84, 2013.

HASEGAWA, E. et al. C. elegans CPB-3 interacts with DAZ-1 and functions in multiple steps
of germline development. Develpmental Biology, v. 295, n. 2, 2006.

HAYES, T. B. et al. Atrazine induces complete feminization and chemical castration in male
African clawed frogs (Xenopus laevis). PNAS, v. 107, n. 10, 20009.

HOSSEINZADEH, H. & NASSIRI-ASL, M. Review of the protective effects of rutin on the
metabolic function as an important dietary flavonoid. Journal of Endocrinological
Investigation, v. 39, n. 9, p. 783-788, 2014.

HUNT, P. R. et al. C. elegans development and activity test detects mammalian
developmental neurotoxins. Food and Chemical Toxicology, v. 121, p. 583-592, 2018.

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



61

HUSSAIN, S. et al. Pathological and genotoxic effects of atrazina in male Japanese quail
(Coturnix japonica). Ecotoxicology, v. 20, p. 1-8, 2011.

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).
Boletins anuais de produgédo, importagao, exportagdo e vendas de agrotoxicos no Brasil,
2020.

JABLONOWSKI, N. D. et al. Persistence of 14C-labeled atrazine and its residues in a field
lysimeter soil after 22 years. Environmental Pollution, v. 157, n. 7, p. 2126-2131, 2009.

KALETTA, T. & HENGARTER, M. Finding function in novel targets: C. elegans as a model
organism. Nature Reviews Drug Discovery, v. 5, n. 5, p. 387-398, 2006.

KIM, K. H. et al. Optimal recovery of high purity rutin crystals from the whole plant of
Fagopyrum esculentum Moench (buckweath) by extraction, fractionation and
recrystallization. Bioresource Technology, v. 15, n. 15, 2005.

LAMB, S. D. et al. Paternal exposure to a common hebicide alters the behavior and
serotonergic system of zebrafish offspring. PLoS ONE, n. 15, v. 4, 2020.

LERRO, C. C. et al. Alongitudinal study of atrazine and 2,4-D exposure and oxidative stress
markers among iowa corn farmers. Environmental and Molecular Mutagenesis, v. 58, n.
1, p. 30-38, 2017.

L1, Y. et al. The effect of exposure to atrazine on dopaminergic development in pubertal male
SD rats. Developmental and Reproductive Toxicology, v. 104, n. 5, p. 184-185, 2015.

LIN, Z. et al. Gestational and lactational exposure to atrazine via the drinking water causes
specific behavioral deficits and selectively alters monoaminergic systems in C57BL/6 mouse
dams, juvenile and adult offspring. Toxicological sciences, v. 141, n. 1, p. 90-102, 2014.

LU, J. M. et al. Chemical and molecular mechanisms of antioxidants: experimental
approaches and model systems. Journal of Cellular and Molecular Medicine, v. 14, n. 4,
p. 840-860, 2010.

MA, K. et al. Neurotoxicity effects of atrazine-induced SH-SY5Y human dopaminergic
neuroblastoma cells via microglial activation. Molecular BioSystems, 2015.

MACHADO, D. G. et al. Antidepressant-like effect of rutin isolated from the ethanolic extract
from Schinus molle L. in mice: evidence for the involvement of the serotonergic and
noradrenergic systems. European Journal of Pharmacology, n. 587, p. 163-168, 2008.

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



62

MACK, H. et al. The nematode Caenorhabditis elegans as a model for aging research. Drug
Discovery Today: Disease Models, v. 27, p. 3-13, 2018.

MARCHI, G. et al. Herbicidas: mecanismos de accion y uso.

MARTINS, E. C. et al. Sorption and desorption of atrazine on soils: The effect of different
soilfractions. Geoderma, v. 322, p. 131-139, 2018.

MBAVENG, A. T. et al. Harmful and Protective Effects of Phenolic Compounds from African
Medicinal Plants. Toxical Survey of African Medicinal Plants, 2014.

MOK, D. et al. Morphologically defined sub-stages of C. elegans vulval development in the
fourth larval stage. BMC Developmental Biology, v. 15, n. 1, 2015.

MONTAGNER, C. C. et al. Trace analysis of pesticides and an assessment of their
occurrence in surface and drinking waters from the state of Sao Paulo (Brasil). Analytical
Methods, v. 6, 2014.

MOSONI, M. et al. Antioxidant supplementation had positive effects in old rat muscle, but
through better oxidative status in other organs. Nutrition, v. 26, n. 11, 2010.

MOYA, A. et al. Reproductive toxicity by exposure to low concentration of pesticides in
Caenorhabditis elegans. Toxicology, v. 475, 2022.

NADARAJAN, et al. MSP and GLP-1/Notch signaling coordinately regulate actomysin-
depenent cytoplasmic streaming and oocyte growth in C. elegans. Development, v. 136n n.
13, p. 2223-34, 20009.

PANDEY, A. The UNC-53 mediated interactome. 2014.

PEIXOTO, H. S. et al. An anthocyanin-rich extract of Acai (Euterpe precatoria Mart.)
increases stress resistance and retards aging related markers in Caenorhabditis elegans.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2016.

PIZZINO, G. et al. Oxidative stress: harms and benefits for human health. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, 2017.

PORTA-DE-LA-RIVA, M. et al. Basic Caenorhabditis elegans Methods: Synchronization and
Observation. Journal of Visualized Experiments, 2012.

QIN, X. et al. Antioxidant and reducing lipid accumulation effects of rutin in Caenorhabditis

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



63

elegans. Biofactors, v. 47, n. 4, 2021.

RAJKOVIC, V. et al. Alterations in jejunal morphology and serotonin-containing
enteroendocrine cells in peripubertal male rats associated with subchronic atrazine
exposure. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 74, p. 2304-09, 2011.

ROHR, J. & McCQY, K. A qualitative meta-analysis reveals consistent effects of atrazine on
freshwater fish and amphibians. Enviromental Health Perspectives, v. 118, n. 1, 2010.

RUSSEL, S. et al. Regulation of the C. elegans molt by pgn-47. Developmental Biology,
v. 360, n. 2, p. 297-309, 2011.

SHIH-HANG, L. et al. The antidepressant-like effect of etanol extract of daylily flowers (&£t
1€ Jin Zhén Hua) in rats. Journal of Traditional and Complementary Medicine, v. 3, n.1,
p. 53-61, 2013.

SILVEYRA, G. R. Efectos del herbicida atrazina sobre el crecimiento ovarico y su
control endocrino en crustaceos decapodos. 2019. Tesis (Doctorado en Ciencias
Biologicas) — Universidad de Buenos Aires, 2019.

SRINIVASAN, K. et al. Partial protective effect of rutin on multiple low dose streptozotocin-
induced diabetes in mice. Indian Journal of Pharmacology, v. 37, n. 5, 2005.

STRADTMANN, S. & FREEMAN, J. Mechanisms of Neurotoxicity Associated with Exposure
to the Herbicide Atrazine. Toxics, v. 9, n. 9, 2021.

SWAN, S. Semen quality in fertile US men in relation to geographical area and pesticide
exposure. International Journal of Andrology, v. 29, n. 1, 2006

TYSZCZUK; K. Sensitive voltammetric determination of rutin at an in situ plated lead film
electrode. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 49, n. 2, 2009.

VAZQUEZ-VILLEGA, P. et al. Determinaciéon de CL50 y CE50 de endosulfan lactona y
diazinén en lombriz de tierra (Eisenia foetida). Agroproductividad, v. 11, n. 4, p.105-111,
2018.

VIDAL-GADEA, A. et al. Coordination of behavioral hierarchies during environmental
transitions in Caenorhaditis elegans. Worm, v. 1, n. 1, p. 5-11, 2012.

VIDAL-GADEA, A. et al. Caenorhabditis elegans selects distinct crawling and swimming
gaits via dopamine and serotonin. Proceedings of the National Academy of Sciences of

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



64

the United States of America, n. 108, v. 42, p. 17504-09, 2011.

WANG, X. et al. Review of oxicology of atrazine and chlorpyrifos on fish. Journal of
Northeast Agricultural University, v. 18, n. 4, p. 88-92, 2011.

YUANXIANG, J. et al. Exposure of mice to atrazine and its metabolite diaminochlorotriazine
elicits oxidative stress and endocrine disruption. Environmental Toxicology and
Pharmacology, v. 37, n. 2, p. 782-790, 2014.

YANG, J. et al. In vitro antioxidant properties of rutin. LWT Food Science and Technology,
v. 41, n. 6, p. 1060-1066, 2008.

ZHANG, H. et al. Automated recognition and analysis of head thrashes behavior in C.
elegans. BMC Bioinformatics, v. 23, n. 87, 2022.

ZHANG, Y. et al. Oxidative stress response in atrazine-degrading bacteria exposed to
atrazine. Journal of Hazardous Materials, 2012.

Versdo Final Honol ogada

21/ 08/ 2022 08: 44



