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RESUMO

A incidéncia de cancer de tireoide (CT) tem aumentado de maneira significativa nas ultimas
décadas. Os desreguladores enddcrinos (DE) participam dos vérios fatores que supostamente
contribuem para esse aumento por alterarem a homeostase hormonal, causarem disfuncéo
tireoidiana e estarem associados ao aparecimento de bécio e tumores tireoidianos. O glifosato
é um herbicida amplamente utilizado que parece ter um efeito de estimulo a proliferacao nas
células da tireoide. Contudo, pouco se sabe sobre 0 mecanismo de acéo deste DE nas células
tireoidianas. Uma vez que o sistema endocrino responde a baixas concentracdes quimicas, é
essencial determinar os efeitos dos DEs em diferentes concentragbes. Portanto, foram
avaliados os efeitos na viabilidade celular (com o ensaio de azul de tripan); citotdxicos (pela
atividade metabdlica de células viaveis — ensaio CCK-8); e efeitos proliferativos (através da
incorporacdo do BrdU) do herbicida Roundup® Original DI em exposicdes de 24 e 48 horas
em linhagens celulares tireoidianas em diferentes concentragdes incluindo, AOEL (Nivel
Aceitavel de Exposicdo Ocupacional) e IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel), de acordo com a
Nota Técnica da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Foram utilizadas duas linhagens
de células tireoidianas: a Nthy-ori 3-1 (normal) e a TPC-1 (carcinoma papilifero de tireoide).
O azul de tripan mostrou diminui¢do no nimero de células viaveis na exposi¢cdo de 24h em
comparacdo com 48h em ambas as linhagens. Exposicédo das células Nthy-ori 3-1 e TPC-1 por
24h na concentracdo AOEL causou a morte de 52% e 58% das células, respectivamente,
enquanto IDA resultou em 43% e 58% de morte celular. Ap6s 48h de exposicdo, AOEL e IDA
causaram um numero menor de células mortas de Nthy-ori 3-1 (19% e 15%) e TPC-1 (29% e
23%), respectivamente, sugerindo que o efeito téxico do produto desaparece e/ou ambas as
linhagens possuem mecanismos de reparo protetores de exposi¢cdes mais longas. De fato, o
ensaio CCK-8, mostrou que o efeito toxico era relativamente limitado e, ao contrario,
pequenas concentracdes de Roundup® Original DI tem efeito proliferativo, ultrapassando os
100% de viabilidade em algumas concentrac@es: 6,5 pg/L aumentou o nimero de células
Nthy-ori 3-1 e TPC-1 em 24h para 13% e 5% a mais que o controle, respectivamente, e esse
efeito estimulador persistiu ap6s 48h. Comprovando o efeito proliferativo do Roundup®
Original DI, o ensaio BrdU mostrou importante efeito estimulador de crescimento em ambas
as linhagens, mas principalmente sobre TPC-1, mesmo em doses baixas. De fato, a
incorporacdo de BRDU aumentou em 321% ap6s 48h de exposicao das Nthy-ori 3-1 a 6,5
pg/L do herbicida e essa mesma concentragdo aumentou 201% a incorporagdo em 24h e 208%
a incorporacdo em 48h nas células TPC-1. Em conclusao, esse estudo demonstrou que este
herbicida causa morte celular, mas também possui um efeito proliferativo, especialmente na
linhagem derivada de carcinoma papilifero (TPC-1).

Palavras-chave: tireoide; desregulador enddcrino; praguicidas; viabilidade celular;
proliferacéo celular.



ABSTRACT

The incidence of thyroid cancer (CT) has increased significantly in recent decades. Endocrine
disruptors (ED) participate in the various factors that supposedly contribute to this increase by
altering hormonal homeostasis, causing thyroid dysfunction and being associated with the
appearance of goiter and thyroid tumors. Glyphosate is a widely used herbicide that appears to
have a proliferation-stimulating effect on thyroid cells. However, little is known about the
mechanism of action of this DE on thyroid cells. Since the endocrine system responds to low
chemical concentrations, it is essential to determine the effects of EDs at different
concentrations. Therefore, the effects on cell viability were evaluated (with the trypan blue
assay); cytotoxic (by the metabolic activity of viable cells — CCK-8 assay); and proliferative
effects (through incorporation of BrdU) of Roundup® Original DI herbicide at 24 and 48 hours
exposures on thyroid cell lines at different concentrations including, AOEL (Acceptable
Occupational Exposure Level) and ADI (Acceptable Daily Intake), according to with the
Technical Note of the National Health Surveillance Agency. Two thyroid cell lines were used:
Nthy-ori 3-1 (normal) and TPC-1 (papillary thyroid carcinoma). Trypan blue showed a decrease
in the number of viable cells at 24h exposure compared to 48h in both strains. Exposure of
Nthy-ori 3-1 and TPC-1 cells for 24h at AOEL concentration caused the death of 52% and 58%
of the cells, respectively, while IDA resulted in 43% and 58% of cell death. After 48h of
exposure, AOEL and IDA caused a lower number of dead cells of Nthy-ori 3-1 (19% and 15%)
and TPC-1 (29% and 23%), respectively, suggesting that the toxic effect of the product
disappears and/or both strains have repair mechanisms that protect from longer exposures. In
fact, the CCK-8 assay showed that the toxic effect was relatively limited and, on the contrary,
small concentrations of Roundup® Original DI have a proliferative effect, exceeding 100%
viability at some concentrations: 6.5 pg/L increased the number of Nthy-ori 3-1 and TPC-1
cells at 24h to 13% and 5% more than the control, respectively, and this stimulatory effect
persisted after 48h. Proving the proliferative effect of Roundup® Original DI, the BrdU assay
showed an important growth-stimulating effect in both strains, but mainly on TPC-1, even at
low doses. In fact, the incorporation of BRDU increased 321% after 48h of exposure of Nthy-
ori 3-1 to 6.5 pg/L of the herbicide and this same concentration increased the incorporation in
24h by 201% and the incorporation in 48h in the cells by 208%. TPC-1. In conclusion, this
study demonstrated that this herbicide causes cell death, but also has a proliferative effect,
especially in the papillary carcinoma (TPC-1) derived lineage.

Keywords: thyroid; endocrine disruptor; pesticides; cell viability; cell proliferation.
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1. INTRODUCAO

1.1.Cancer de tireoide

O céncer é uma importante questdo de salde publica. E a doenca que mais cresce
em todo mundo, com incidéncia de mais de 18 milhdes de novos casos e mais de 9,6 milhdes
de mortes anuais, na mais recente estimativa (1). J& o cancer de tireoide (CT) é a neoplasia
enddcrina mais comum em todo o mundo, representando 2,3% dos canceres mundiais
diagnosticados (2). O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou para cada ano do triénio
2020-2022, que, para cada mil habitantes, ocorreriam cerca de 13.780 novos casos de CT, 1.830
casos novos para homens e 11.950 para as mulheres, sendo o 5° cancer mais incidente entre elas
no Brasil (3) (Figura 1).

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9.1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénguio e pulmao 17.760 7,9% Colo do atero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 5,9% Tragueia,bronguio e pulmao 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Gléndula tireoide 11.950 5,4% ‘_

Esdfago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3.5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do otero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma n&o Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 1. Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020-2022 por
sexo (3).

O carcinoma da tireoide compreende um grupo de tumores que apresenta
propriedades divergentes, classificados por parametros clinicos e histologicos, sendo divididos
em quatro subtipos: carcinoma papilifero da tireoide (CPT), carcinoma folicular da tireoide
(CFT), carcinoma medular da tireoide (CMT) e carcinoma anaplasico da tireoide (CAT) (4, 5).
O CPT ¢ o tipo histolégico mais frequente, sendo responsavel por cerca de 90% dos casos de
cancer de tireoide, acometendo principalmente mulheres entre 30 e 50 anos (6, 7). O CFT ¢
uma variante mais agressiva que o tipo CPT e representa cerca de 10 a 15% das neoplasias
tireoidianas (8). O CAT acomete principalmente mulheres idosas, representando até 3% dos
carcinomas da tireoide (7), enquanto que, o CMT responde por cerca de 3-5% dos CT, podendo
ocorrer na forma familiar ou associada a sindrome de neoplasias endécrinas maltiplas, sendo a
mais agressiva dos subtipos (9, 10).

A maioria dos tumores da tireoide originam-se de células foliculares e entre 3-5%
dos tumores sdo derivados de células parafoliculares ou, “células C” (5, 11). Os canceres

derivados das células foliculares sdo fragmentados em carcinoma papilifero bem diferenciado
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e carcinoma folicular bem diferenciado, carcinoma pouco diferenciado e carcinoma anaplasico
ou, indiferenciado. Além desses subtipos, um tumor benigno que pode ser o iniciador de alguns
carcinomas foliculares. Os carcinomas pouco diferenciados e o anaplasico podem ser
repetidamente desenvolvidos, visto que, também podem surgir através da desdiferenciacdo

celular (Figura 2) (12) . E o CMT ¢ originado de células parafoliculares (5, 13).

Carcinoma

.| Carcinoma pouco Carcinoma
diferenciado 1 anaplasico

Célula follcular\\ Carcinoma folicular

N

Adenoma folicular

Céancer bem Céancer pouco Cancer

Neoplasia benigna diferenciado diferenciado indiferenciado

Figura 2. Esquema da desdiferenciacdo de células foliculares que originam o cancer de tireoide,
adaptado (12).

Durante as Gltimas décadas, um aumento significante do numero de casos de CT foi
observado em todo o mundo. Embora as taxas de mortalidade permanecam baixas e estaveis
(Figura 3), 0 aumento na incidéncia atinge a taxa mais alta de crescimento, em comparagdo com
qualquer outra neoplasia maligna (13, 14). Embora o uso de ferramentas de diagndstico por
imagem sejam um importante motivo para 0 aumento da incidéncia de CT, relacionado a maior
possibilidade de diagnostico, varios elementos indicam que este ndo € o inico motivo, e outros
fatores contribuem (Quadro 1) (15-17).
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Figura 3. Resumo da incidéncia do cancer de tireoide (2).
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Diversos fatores carcinogénicos vem sendo investigados como, os fatores ligados a

alimentacdo, condicBes de trabalho, medicamentos, horménios, radiacdo, virus, agentes

quimicos, poluicdo, entre outros (10, 16-18). Tém-se sugerido que mais de 90% dos casos de

cancer estdo associados a fatores ambientais, 0s quais interagem com as caracteristicas

genéticas e adquiridas de cada individuo (19).

Quadro 1. Principais fatores de risco associados ao cancer de tireoide.

Exo6geno

Fator Fonte

Raio X Imagens médicas (radiografias e tomografias)
13 Procedimentos em medicina nuclear
lodo Dieta

Nitrato Agua e dieta

Estilo de vida e fatores ambientais

Carcindgenos

Bisfenol A (BPA), bisfenilos policlorados
(PCB), éteres difenilicos polibromados

Poluentes
(PBDEsS), pesticidas
Fator Mecanismo
TSH Estimulacdo do crescimento da tireoide
Auto-imune
, Aumento do TSH e estresse oxidativo
Enddgeno L
Tireoidite

Obesidade e resisténcia a insulina

Aumento de insulina promove o cancer

Fonte: Adaptado de, Pellegrine et al., 2013, p.5 (17).
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1.2. Desreguladores endocrinos

Entre os fatores de risco para o aumento da incidéncia do cancer de tireoide, estdo
os desreguladores endocrinos (DE). Do inglés “Endocrine Disrupting Chemicals™ (EDCs),
essas substancias desreguladoras possuem diferentes defini¢cbes. Alguns autores consideram
desreguladores quando s&o substancias que interagem com sitios de receptores de horménios,
outros, qualificam como qualquer substdncia que cause algum desequilibrio ou alguma
alteracdo no sistema endocrino, atuando diretamente, ou nao, no sitio do receptor (20-23).

Segundo a "Environmental Protection Agency” (EPA), um DE é uma substancia
quimica Unica ou uma mistura de compostos exdgenos que afetam o sistema endocrino em
qualquer aspecto da acdo hormonal, modificando a regulagdo hormonal, mimetizando a agéo
dos hormonios, afetando a sintese, a secrecdo, o transporte, a ligacdo e a eliminacdo dos
horménios naturais que sdo responsaveis pela manutencdo, reproducao, desenvolvimento e/ou
comportamento dos organismos, podendo ocasionar diferentes efeitos em um Unico organismo
ou, até mesmo em seus descendentes (24).

O modo como os DEs atuam ainda € desconhecido devido a complexidade dos
mecanismos de acdo envolvidos. Essas substancias quimicas conseguem se ligar a uma
diversidade de receptores sejam estes, 0s nucleares ou de membrana, receptores hormonais,
além dos neurotransmissores (25, 26). As ligacGes com estes receptores podem resultar na
estimulagdo (agonista) ou bloqueio (antagonista) dos mecanismos de transcricdo ou pés-
transcricao celular. Podem alterar a agdo dos elementos de resposta dos genes, impossibilitar a
ligacdo dos hormdnios naturais aos seus receptores e até mesmo, aumentar a quantidade de

horménio endégeno, mimetizando o horménio natural (Figura 4) (27, 28).



E .

Efeitos cascata:

- Bloquear a ligagcado de moléculas endégenas

- Acaol/efeito agonista uma cascata nos efetores

- Acdol/efeito antagonista uma cascata nos efetores

Efeitos cascata:

- - Aumentar a sinalizacao hormonal percebida
- Acao/efeito agonista uma cascata nos efetores
- Agdol/efeito antagonista uma cascata nos efetores

Figura 4. Representacdo de algumas das interacGes de desreguladores enddcrinos (DE) e
ligantes naturais (LN) na fungo do receptor. (A) Os DE podem competir com os LN pela
ligacdo com o receptor. (B) A ligacdo do DE como competidores aos LN pode resultar na
alteracéo da sinalizagdo do seu receptor. (C) Os DE podem se ligar a receptores livres enquanto

o LN também estdo ligados, o que resulta em sinalizacdo de forma agonista ou antagonista,
adaptado (28).

Existem duas classes de DE, os naturais sdo substancias que estdo presentes em
diversos tipos de alimentos, entre eles os fitoestrdgenos, que apresentam a agdo estrogénica no
organismo como por exemplo, a soja (20, 25, 29-31) e, os sintéticos, que sdo substancias
desenvolvidas em laboratérios, sendo capazes de continuarem no meio ambiente em diferentes
contextos e, algumas vezes, por tempo indeterminado, como € o caso dos poluentes organicos
persistentes ou POPs (Quadro 2) (20).



Quadro 2. Origem de alguns dos desreguladores enddcrinos e seus efeitos hormonais.

Cosméticos
Embalagens de comida Bloqueiam o0s receptores
Ftalatos Brinquedos dos estrogénios e dos
Materiais de construcéo hormdnios tireoidianos.
Materiais médicos
Agentes estabilizante do pléstico
Recipiente e garrafas de plasticos Efeitos estrogénicos e sobre
BPA Material dentério 0s receptores dos hormdnios
Revestimento interno de latas tireoidianos.
Tintas e resinas
Transformadores e condensadores elétricos | Ativagdo dos receptores dos
estrogénios; Bloqueio dos
PCB Agente plastificantes de tintas -
receptores dos hormonios
Subproduto de varios processos industriais tireoidianos.
Subproduto residuais formados na incineragdo ) )
o o ) Efeito antagonista  dos
Dioxinas de materiais com cloro, metais, papel e .
. estrogénios.
herbicidas.
) Inibe a sintese  dos
Amitrol e
hormdnios tireoidianos.
) Ativacdo dos receptores de
Atrazina . .
estrogénios e androgénios.
Pesticidas Efeito estrogénico, efeito
anti-androgénio,

DDT ) o ]
interferéncia com sintese
hormonal.

Metoxicloro Efeito estrogénico

Fonte: Adaptado de, C. Castro-Correia, 2015, p.188 (20).
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Na maioria dos casos, os fitoestrogenos ndo ocasionam muitas complicacfes pelo

fato de ndo conseguirem se ligar fortemente aos receptores hormonais além, de serem

facilmente eliminados, ndo favorecendo acUmulo tecidual. Por outro lado, as substancias

sintéticas, conseguem permanecer no ambiente, se acumulando nos solos e nos sedimentos, 0

gue permite que sejam conduzidas para diferentes lugares. Além disso, essas substancias podem

se acumular ao longo da cadeia alimentar promovendo efeitos de maior risco nos animais

superiores, conhecido como efeito de magnificacdo (19). Entdo, & possivel encontrar
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corriqueiramente as substancias desreguladoras, pois as vias de exposi¢do a elas sdo inimeras,

como através do ar, do solo, da gua, além dos alimentos que utilizamos (Tabela 1) (30, 32).

Tabela 1. Exemplos de vias de exposicao aos Desreguladores endocrinos.

Como somos expostos aos
DEs?

De onde vém os DEs?

Exemplos de DEs

Consumo oral de &gua ou de
alimentos contaminados

Residuos ou pesticidas
industriais que contaminam o
solo ou aguas subterraneas

Percolacdo de  substéncias
guimicas a partir de recipientes
de alimentos ou de bebidas;
residuos de pesticidas em
alimentos ou bebidas

Bifenilpoliclorados
dioxinas,
perfluorados, DDT

(PCBs),
compostos

Bisfenol A (BPA), ftalatos,
clorpirifés, DDT

Contato com a pele e/ou por
inalacédo

Mobiliario caseiro tratado com
retardantes de chamas

Pesticidas utilizados na
agricultura, residéncias, ou para
o controle de vetores de doengas
publicas

Retardadores de chamas

bromado (BFRs)

DDT, clorpirifés, vinclozolina,
piretroides

Intravenoso

Tubulagdo intravenosa

Ftalatos

Aplicacéo a pele

Alguns cosmeéticos, produtos de
higiene pessoal,
antibacterianos, protetores
solares, medicamentos

Ftalatos, triclosan, parabenos,
repelentes de insetos

Transferéncia  biolégica da
placenta e/ou do leite materno

Carga corporal materna devido
as exposicdes prévias/atuais

Varios DEs podem atravessar a
placenta, como também
detectados no leite

Fonte: Gore AC, et al., 2014, p.12 (32).

Como mencionado anteriormente, os mecanismos pelos quais os DEs podem

interferir na acdo hormonal podem ser bastante complexos, produzindo efeitos inesperados até

mesmo em concentra¢cbes muito baixas (31, 33). Uma das particularidades de diversos
desreguladores endocrinos é que as curvas dose-resposta ndo obedecem a uma regra. Em alguns
casos, baixas doses de DE podem gerar ou influenciar muitas doencgas, uma vez que o sistema
enddcrino responde a estimulos quimicos a baixas concentragdes. Muitos DESs possuem curvas
de dose-resposta ndo-monotdnica (NMDRCs) (formato de U ou de U invertido), ou seja, geram

efeitos as doses baixas e, que ndo podem ser pressupostos da mesma maneira que outras
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substancias que, em altas doses geram curvas monotonicas de dose-resposta (linear ou néo
linear) (Figura 5) (34-36).

CurvaemU

Resposta
Resposta

Linear

Dose Dose

Curva em U invertido

Resposta
Resposta

Linear

Dose Dose

Curvas monotdnicas Curvas ndo-monotdnicas

Figura 5. Curvas de resposta a dose monoténica e ndo-monotdnica (35, 37).

A exposicdo aos DEs relaciona-se diretamente a resultados adversos a saude. O
tempo de exposicao é um fator critico, associado ao comprometimento da satde, bem como,
idade na qual a exposicdo ocorre, uma vez que esta pode estar relacionada; no feto e/ou no
recém-nascido, devido a imaturidade do sistema fisioldgico, gerando maior risco ao longo da
vida e condicionando probabilidade ao surgimento de doencas (Figura 6) (20). A exposi¢cdo aos
DEs vem sendo relacionada com puberdade precoce, telarca precoce, sindrome de ovario
policistico, cancer da mama, infertilidade masculina, alteracGes na genitalia, hiperplasia/cancer
de prostata, efeitos neuroendocrinos, hipotireoidismo, entre outros (20, 26, 38).

Na infancia e adolescéncia ainda observa-se a maturacdo dos principais sistemas
enddcrinos, 0 que 0s tornam susceptiveis a exposi¢do de substéncias quimicas (39). O
desenvolvimento precoce das glandulas mamarias em meninas sdo resultados dos DEs, pois
eles podem estimular os receptores estrogénicos, além de ocasionarem um crescimento da
secrecdo de hormonio secretor das gonadotrofinas (GnRH) (29). Em homens, uma das a¢Ges
mais frequente dos DEs é o surgimento de oligospermia e reducéo da fertilidade (40). Além de

afetarem os hormonios que sdo associados a reproducdo, outros sistemas também podem ser
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afetados como, tireoidiano, retindide, bem como outras vias metabdlicas associadas a diabetes
e a obesidade (25).

Janelas de = progr.amaqéo
Goias epigenética alterada
suscetibilidade ; ER
de células somaticas
Fatores Ambientais Desenvolvimento do orgao alvo

Figura 6. Exemplo de como a exposic¢ao precoce pode causar alteragdes celulares que induzem
alteracdes na fisioldgicas, e, por fim, maior propenséo a doencas no adulto (26).

A avaliacdo de risco gerada pela exposic¢do aos DEs € dificil de ser determinada,
pois baixas doses dessas substancias geram efeitos biolégicos prejudiciais (35) e, como somos
expostos a doses baixas destes desreguladores em diferentes contextos, todos os dias, dificulta
ainda mais a avaliagéo de risco desses agentes considerados sem limite de risco.

1.2.1. Perspectiva histdrica sobre os desreguladores endécrinos

Desde os anos 1940, a bidloga Rachel Carson observou a crescente producdo e
liberacdo para o ambiente, de diferentes agentes quimicos que poderia causar mudancas
significantes no ecossistema e na saude humana (32).

Durante e apds a Segunda Guerra Mundial, o DDT foi usado em larga escala para
combater piolhos vetores de tifo e mosquitos vetores de malaria (41), Carson passou a dar
importancia para conservacgdo e os problemas ambientais devido ao grande uso dos pesticidas
(42). Em 1962, escreveu o livro “Silent Spring” (A Primavera Silenciosa) no qual relatou e
alertou sobre as consequéncias da ma utilizacéo dos pesticidas e inseticidas, em especial o DDT,
como possivel causador de falhas reprodutivas e morte de diferentes aves (32, 42, 43) além de,
uma possivel correlacdo entre a manifestacdo de doencas crbnicas e cancer, e a aplicacao
descontrolada do DDT (42, 43). Tais consideracdes geraram na comunidade cientifica e no
publico, o pensamento de que os produtos quimicos seriam capazes de danificarem o
ecossistema e a salude humana (43).

Logo apo6s o “Silent Spring”, foi estabelecido em 1969 pelo governo dos Estados
Unidos, o Instituto Nacional de Ciéncias da Saude Ambiental (NIEHS) que tinha como objetivo
estudar o efeito do meio ambiente sobre a sadde. Além disso, em 1970, foi fundado a Agéncia
de Protecdo Ambiental (EPA) para regulamentar protecdo ao ambiente e a salude humana
(Figura 7) (44).
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Outra mulher com marco importante na historia dos desreguladores endocrinos, foi
a Zoologa Theo Colborn. Em 1988, observou que nos Grandes Lagos da América do Norte, se
acumulavam produtos industriais por anos (45) com isso, reparou que as cascas dos ovos de
algumas espécies estavam diferentes, com méa formacéao de filhotes e, a falta de sucesso deles
para se desenvolver (46, 47). Além disso, percebeu que, algumas mudancas eram visiveis
apenas nos jovens/adultos, ou seja, depois de tempos de exposi¢édo e ndo durante a formagao ou
logo apds a exposicdo. Entdo, concluiu que, os efeitos dos produtos quimicos eram promovidos
pela cadeia alimentar, representando uma ameacga para as pessoas que comiam peixes
contaminados dos Grandes Lagos (45).

Em 1991, com o aumento na compreensao de que produtos quimicos provocavam
estragos nos padrdes ecoldgicos, e que os DEs eram similares aos hormonios, Theo Colborn e
outros cientistas se reuniram para explorar mais esse ramo da pesquisa. Essa reunido é
conhecida como Wingspread |1 Conference e foi onde o termo “desregulagdo endocrina” foi
criado (44, 45).

Declaragéo da

Roy Hertz escreve Reuni&o da EPA sobre Autoridade Europeia

:obre o potencial as necessidades de para a Seguranga dos
i Inicio dos 1970’s: pesquisade EDC Alimentos

2“"'3[“,3 d Consequéncias para a 5w . " ) w : -
ormdnios usados o 4e da exposicio Organizagdo Mundial da Saude, Organizagéo Mundial da Saude,

em gado ao DES identificados Avaliagdo Global do Estégioda Ciéncia Estadoda Ciéncia de
1060 dos Desreguladores Endécrinos desreguladores endécrinos
’s:
Estudos da vida Orgios governamentais dos Workshops de.Copenhagen
selvagem revelam EUA emitem primeiros lotes sobre desreg_uladures
estranhos padrées I Conferéncia ara pesquisade EDC enddécrinos
reprodutivos Wingspread parapesd l
t—l—i i ; l | ¥ ¥
" o— —— —— | — —— — — —— — — d
1958 1969 1979 1991 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013
) 0 1.
NIEHS Estrogenlos no meio ambiente I
Fundada I m Conferéncias de pesquisade Gordon
sobre Desreguladores endécrinos
Rachel Carson,  EPA Langamento do Programa de ambientais . . .
Silenciosa Fundada Triagem de Desregulador Declaragdo da Endocrine Society
Primavera Endécrino (EDSTAC)

Protocolo desenvolvido para
desregulagdo endécrina
(TiPED)

Figura 7. Histdrico na evolucdo dos desreguladores enddcrinos, adaptado (44).

Apbs a conferéncia e trabalhos realizados com agentes quimicos, Theo Colborn
ficou ainda mais conhecida e em 1996, os DEs foram popularizados em seu livro “Our Stolen
Future: Are We Threatening Our Fertility, Intelligence, and Survival? A Scientific Detective
Story” (Nosso futuro roubado: Estamos ameagando nossa fertilidade, inteligéncia e
sobrevivéncia? Uma histdria de detetive cientifica) (47), o que levou a divulgacao de novas leis
em todo 0 mundo além de, ajudar a identificar os DEs (45, 48). Outro grande ponto de vista que
Colborn teve e que a tornou-se prestigiada nas pesquisas, foi sobre exposi¢fes a quimicos nas

“janelas criticas de desenvolvimento(45).
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1.2.2. Desreguladores endocrinos que afetam a funcéo da tireoide

Os hormonios tireoidianos (HT) exercem uma funcgdo importante na normalizacéo
do desenvolvimento fisico, no crescimento somatico, no metabolismo e na distribuicdo de
energia, sendo fundamentais para o desenvolvimento normal do cérebro (33, 49). Portanto,
qualquer influéncia desfavoravel no padrdo e sinalizacdo dos HT durante o desenvolvimento
poderia causar um impacto na sadde, principalmente no desenvolvimento fisico e neural (25,
50, 51).

Do ponto de vista de desregulacéo relacionada aos HT, existem evidéncias de que
varias substancias, por exemplo, éteres difenil polibromados, bifenilas policloradas, pesticidas
e ftalatos (52, 53) com capacidade de modificar processos bioquimicos como: o feedback ou
retroalimentacdo negativa do eixo hipotadlamo-hipofise-tireoide (HHT), a sintese, o
armazenamento e a liberacdo dos HT, além do seu transporte, ligacdo a proteinas carreadoras
plasmaticas e seu metabolismo intracelular (54, 55).

Os DEs tireoidianos alteram a homeostase dos HT prejudicando a agdo e a atividade
da triiodotirononina (T3) e tiroxina (T4) (56). Varios DEs foram encontrados tanto no liquido
amnidtico (57) quanto no cordao umbilical (54), tendo a possibilidade de entrar em contato com
o feto (56). Na fase inicial da vida, isso pode causar modificagcOes definitivas, pois os HT sdo
fundamentais para o neurodesenvolvimento do feto e do recém-nascido (58).

A exposicdo aos desreguladores tireoidianos tem sido relacionada com o
surgimento de bdcio e tumores de tireoide (59). Estas substancias podem interferir em varias
vias de metabolismo dos HT: inibir o transporte ativo de iodo inorganico para a célula folicular;
imitar e/ou antagonizar os hormdnios tireoidianos; inibir enzimas reguladoras da sintese e
metabolismo dos HT; modificar concentracgdes circulantes ou teciduais dos HT; modificar as
concentracdes de receptores de HT, etc (Figura 8) (60). Além disso, a alteracdo na homeostase
dos HT modifica o eixo-hipotalamo-hipéfise tireoide, afetando os hormonios tireotréfico
(TRH) e tireoestimulante (TSH), que sdo responsaveis por estimular a hipofise a produzir o
TSH e, consequentemente estimular a tireoide a secretar o hormonio T4 que depois e convertido
em T3 (61).

Alguns desreguladores tireoidianos testados em ratos causam reducdo nas
concentragdes séricas de T4 e aumento nas concentracdes de TSH (62). As células foliculares
da tireoide tentam aumentar os niveis de T4, liberando mais hormonio ou produzindo novos
hormonios. Se o grau de inibicdo de T4 feito pelas substancias desreguladoras for muito grande
e ndo tiver compensacdo por estas medidas, pode ocorrer a hiperplasia das células foliculares

da tireoide como resultado de estimulagdo por TSH na tentativa de elevar os niveis de T4, com
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0 aparecimento de bocio. Além disso, os resultados adversos descritos mais comuns diante da
exposicdo a essas substancias que diminuem o T4 plasmaético, sdo efeitos neuroldgicos e
tumores da tireoide (62, 63).

Hipotalamo Lo | i
P {Ativagdo da via JNK)
Pituitaria
- Pesticidas
Na+
e
NIS q 3 +Tg+TPO Tmeonde ‘-;‘
= )I'
/ OH PCB
Pol:fenons
Perclorato Benzofenonas
Tiocianato T4—TBG, TBA TR

l PCB, PBDE
Polifendis
/Metais pesados
T4 - Desiodagdo

Célula Transporte
MTCS OATP1CH
Plasticos e Plastificantes
Polifencis .
PCB, PBDE mmmmmp Transcrigio | g
OH-PCB

Figura 8. Diferentes pontos onde as substancias desreguladoras afetam, atrapalhando a funcéo
e a acdo da tireoide. , adaptado (50).

Outra associagdo importante com a tireoide, é a relagdo entre hipotireoidismo e
pesticidas. Um estudo conduzido pela “Agricultural Health Study” com 22.246 homens que
aplicam pesticidas, demonstraram associa¢0es estatisticamente importantes com o
hipotireoidismo sobre o0 aumento do nivel de exposicao para os herbicidas alachlor e 2,4-D, e

os inseticidas aldrin, chlordane, DDT, lindano e parathion (64).
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1.3.Agrotoxicos

Dentre os poluentes ambientais, destacamos 0s agrotdxicos. Embora seu uso
aumente a produtividade das colheitas, pelo motivo de sua toxicidade, além de bioacumulacéo
que Varios agrotoxicos possuem, a exposicao a essas substancias pode afetar o ambiente, a sadde
animal e humana (65).

O Brasil, possui uma variedade em rela¢éo aos agrotoxicos, com diversos principios
ativos e formulacdes diferentes. E, durante os ultimos anos, 0 mercado brasileiro obteve uma
expansdo acelerada, mantendo o Brasil nos paises que mais consomem agrotoxicos (66). De
acordo com o Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios (Agrofit) em 2014, foi 0 ano com a maior
quantia de agrotdxicos vendidos no Brasil, com um total de 1.552.998.056 quilos, um aumento
de 149,14% desde 2007 (Figura 9) (67). Como consequéncia da abundante utilizacdo destes
produtos no Brasil, a exposi¢do aos agrotdxicos e 0s impactos causados por eles, tornaram-se

um grande problema de salde publica no Pais (65, 67).
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Fonte: Agrofit/MAPA, 2014.
A comercializac3o de agrotosicos foi estimada pela soma das variaveis cliente, venda direta, industria e revenda.

Figura 9. Quantidade de agrotdxicos comercializados no Brasil entre 2007-2014 (67).

Durante 0 ano de 2014, entre os agrotdxicos mais comercializados no Pais, o
herbicida glifosato foi o que mais se sobressaiu, correspondendo a 31,45% do total de
agrotoxicos (Figura 10) (67). Classificado em primeiro lugar desde 2014 e vem se mantendo
como o agrotoxico mais vendido no Brasil(68).
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Classificacao Agrotéxicos Total (kg) 2014
1 Glifosata® £488.388.696,10
2 2,4-D° 52.889.356,02
3 Oleo mineral (hidrocarbonetos alifaticos) 52.239.957,28
4 Acefato (organofosforado) 4£8.891.645,90
5 Metomil (metilcarbamato de oxima) 48.502.231,65
6 Clorpirifos (organofosforado) 46.760.108,99
7 Atrazina (triazina) 35.397.501,74
8 Dicloreto de paraquate (bipiridilio) 32.920.024,56
9 Carbendazim (benzimidazol) 15.307.157,79
10 Mancozebe (alquilenobis (ditiocarbamato)) 14.770.319,00

Figura 10. Classificacdo dos agrotoxicos mais comercializados no Brasil em 2014 (67).

No Brasil, os agrotdxicos sdo classificados conforme estudos e testes realizados,
que determinam uma dosagem letal 50% (DL50) sendo a dose precisa para matar 50% de uma
populacdo que esta em teste. O resultado da dosagem € expresso em miligrama da substancia
por quilograma da massa corporal (mg/kg) e cada substancia apresenta um rétulo que sao
identificados por cor com sua respectiva classificacdo toxicoldgica (Quadro 3) (19, 69).
Contudo, em 23 julho de 2019 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
reorganizou a classificacdo dos agrotoxicos no Brasil com o padrdo internacional do Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals — GHS) (Figura 11) (70).

Quadro 3. Classificacdo dos agrotoxicos conforme os efeitos a satde humana.

Classe toxicologica Toxicidade DL50 Faixa colorida
I Extremamente toxico <5 mg/kg Vermelha
I Altamente toxico Entre 5 e 50 mg/kg
1 Medianamente toxico Entre 50 e 500 mg/kg Azul
v Pouco toxico Entre 500 e 5.000 mg/kg Verde
- Muito pouco toxico Acima 5.000 mg/kg -

Fonte: Adaptado de, Peres F e Moreira, JC. orgs, 2003, p.384 (19).
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Segundo a Resolugdo RDC n° 294, de 29 de julho de 2019 da Anvisa, foi ampliada
a classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos (de quatro, foi para cinco categorias) e, foi incluido
“nao classificado”, para produtos capazes de gerar baixo dano (69, 70). Além disso, a tabela de
cores é organizada conforme Pantone Matching System, de 2015 da Guidelines - Food and

Agriculture Organization of the United Nations (71).

COR DA FAIXA PANTONE
CATEGORIA TOXICIDADE DE ROTULO E MATCHING
BULA SYSTEM (PMS)

PRODUTO
3 MODERADAMENTE Faixa amarela | Amarelo Pgis Yellow
TOXICO
4

PRODUTO POUCO
TOXICO
PRODUTO Faixa azul Azul PMS Blue 293 C
5 IMPROVAVEL DE
CAUSAR DANO AGUDO
WET PRODUTO NAO Faixa verde Verde PMS Green 347
Classificado CLASSIFICADO : C
Figura 11. Categorias toxicoldgicas, segundo a Resolu¢do RDC n° 294, de 29 de julho de 2019
da Anvisa (69).

Além de serem classificados em relacdo a classe toxicoldgica, os agrotoxicos
também podem ser classificados conforme a estrutura quimica e a classe do agente (pragas) a
ser combatido como: inseticidas (controlam insetos), herbicidas (combatem plantas invasoras),
fungicidas (combatem fungos), desfoliantes (combatem folhas indesejadas), fumigantes
(combatem bactérias do solo), raticidas (controlam ratos), moluscocidas (combatem moluscos),
nematicidas (combatem nematdideos) e, os acaricidas (combatem acaros) (19).

A enorme utilizacdo desses compostos quimicos ocasiona diversos problemas
ambientais como, no ecossistema terrestre e aquatico, no ar e podem acarretar modificacGes nos
ciclos biogeoquimicos (ciclo da agua, do carbono, do oxigénio e do nitrogénio) (72). Um dos
compostos de maior uso no mundo, sdo os pesticidas organofosforados, no qual afeta todo o
metabolismo vegetal, como também a sadde animal e humana. um exemplo de

organofosforado, composto de diversos herbicidas é o glifosato (72, 73).

1.3.1. Herbicida glifosato
A propriedade do herbicida mais utilizado no mundo foi descoberta pelo quimico
John E. Franz, da Companhia Monsanto, em 1970. Mas, somente em 1974 que 0 composto


https://brasilescola.uol.com.br/biologia/ciclo-agua.htm
https://brasilescola.uol.com.br/biologia/ciclo-carbono.htm
https://brasilescola.uol.com.br/biologia/ciclo-do-oxigenio.htm
https://brasilescola.uol.com.br/biologia/ciclo-nitrogenio.htm
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glifosato foi divulgado comercialmente e com 0 nome Roundup® (74). A utilizagdo do glifosato
na agricultura se estende ha mais de 4 décadas e, seu uso cresceu substancialmente nos ultimos
vinte e cinco anos, no mundo, devido a insercdo de plantas geneticamente modificadas,
resistentes ao glifosato (75).

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) é um organofosforado, que esta na classe da
glicina, com sua formula molecular C3HsNOsP (76). E um herbicida classificado como n&o
seletivo (mata a maioria das plantas), sistémico (absorvido através da folha com transportacéo
no interior da planta) e pds-emergente (aplicado apods plantas daninhas existentes no plantio)
(76, 77). Além disso, em monografias autorizadas pela ANVISA, o herbicida a base de glifosato
tem classificacdo toxicologica de nivel 1V, ou seja, pouco toxico (78).

No comércio, existem varias formulacdes do herbicida a base de glifosato (HBG),
podendo ser na forma acida ou, como sais (sal de isopropilamina, de aménio, fosfato diaménio
ou potéssio). E um dos principais produtos comerciais de glifosato, € 0 Roundup® patenteado
pela Monsanto (79). Apesar de ser classificado como um produto pouco toxico pela ANVISA,
suas diferentes formulacGes apresentam adjuvantes, que sdo substancias acrescentadas aos
herbicidas para melhorar a competéncia do produto, mas, pouco se sabe sobre seus efeitos.
Estes adjuvantes podem ser os surfactantes (modificam as propriedades de superficie dos
liquidos) e os aditivos (aumentam a absorcao dos herbicidas, por efeito da sua acao direta sobre
a cuticula) (80). Porém, em determinadas formulacdes, os adjuvantes estdo mais alto que o
préprio ingrediente ativo dos herbicidas e, ja foi relatado que podem causar diferentes tipos de
danos a exposicdes a estes adjuvantes sendo irritantes e toxicos (81-85).

O eventual dano relacionado a exposicdo a HBG, pode depender da concentracao a
qual o organismo esta exposto. O problema é que esta exposicdo pode ocorrer de diversas
maneiras pois, 0s herbicidas sdo detectados no solo, no ar, nas aguas superficiais e subterraneas
(86, 87). Os HBGs podem ser fatais para células in vitro, mesmo utilizando concentragdes
menores do que as determinadas comercialmente (88).

A Organizacdo das Nagbes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO)
declarou, em 2005, a preocupacgdo com o potencial de toxicidade dos HBGs, pelo fato de terem
acumulacgdo de residuos na cadeia alimentar (89). E em 2015, a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Céncer (IARC), da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), classificou o
glifosato como um agente possivelmente carcinogénico (Quadro 4) (90, 91).
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Quadro 4. Classificacdo da IARC do pesticida glifosato.

Atividade Evidéncias | Evidéncias Evidéncias Classificagéo
(status atual) em humanos | em animais de atuacéo *
(sites de
cancer)
Glifosato | Herbicida (usado Limitada Suficiente | Genotoxicidade 2AT
atualmente; (linfoma néo e estresse
herbicida de Hodgkin) oxidativo
maior volume de
producao global)
+ A evidéncia de atuagdo forneceu suporte independente da classificacdo 2A com base na evidéncia
de carcinogenicidade em humanos e animais experimentais.

Fonte: Modificado de, Guyton KZ, et al., 2015, p.1 (91).

Os impactos que os agrotoxicos geram na satde humana, tem sido uma importante
preocupacdo para a populacdo cientifica (92). A exposicdo a essas substancias ocorre por
ingestdo de 4gua ou de alimentos contaminados, sendo que a ingestdo é o motivo predominante
da exposi¢do humana; depois, sdo por aspiracdo e/ou contato com a pele (93-95). Dentre essas
exposicdes, a ocupacional é a mais preocupante pois, se trata dos profissionais que trabalham
diretamente em contato com agrotoxicos e que podem se contaminar ao longo das dilui¢des, no
preparo da calda, na aplica¢do dos agrotoxicos e ap0s a aplicacdo nas lavouras (92, 96). Outro
grupo de risco, sdo os pilotos agricolas, que durante as aplicacdes aéreas, existe a possibilidade
de entrarem em contato e se contaminarem (92).

Estudos indicam que os pesticidas tém o potencial de estar ligado a variadas
doencas como, cancer, asma, diabetes, Parkinson, leucemia, efeitos cognitivos e outros efeitos
que incluem o sistema reprodutivo masculino (97, 98). Além de que muitos pesticidas tém
efeitos de desreguladores enddcrinos (99). Mesmo que a exposicdo seja em niveis baixos,
podem ter efeitos adversos a saude, principalmente em mulheres gravidas, individuos no inicio
do desenvolvimento e criancas (100). Essa ameaca a salude em relacdo a exposicdo aos
pesticidas ndo vem unicamente pela toxicidade dos produtos mas também, pelo grau de

exposicao (98).

1.3.2. Estudos com glifosato e tireoide
Os distarbios da tireoide encontram-se associado a muitas consequéncias que sao
prejudiciais a saude, porém, os hormdnios tireoidianos sdo essenciais para diversas acoes
fisioldgicas, desempenhando fungdes de varios 6rgdos como, o cérebro, coragéo, rins e figado;
e, atuando na fertilidade, ciclo menstrual, memdria, peso, entre outros. Entdo, é importante para

a saude publica identificar quais séo os fatores de risco (101-103).
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Diversos estudos demonstram diferentes substancias que prejudicam o eixo HHT
em varios niveis (104-106), entretanto, a utilizacdo de herbicidas da base de glifosato (HBG)
em relacdo tireoide, ainda é pouco sabido e publicacdes ja feitas, sdo divergentes (87).

Um estudo com ratos Wistar machos e fémeas, analisou a ruptura do eixo HHT a
exposicao perinatal ao herbicida Roundup Transorb®, resultando o TSH em niveis menores.
Apesar disso, ndo demonstraram qualquer alteracdo nos niveis de TH. No periodo perinatal nos
machos, mostraram que o HBG impede a regulacdo do TSH além de, impedir expressdo de
genes relacionados na funcdo e homeostase dos HT, mas ndo a concentracdo periférica.
Contudo, quando avaliaram o perfil metaboldmico, foi demonstrado um padréo semelhante aos
animais hipotireoideos (87).

Reis e colaboradores (107) investigaram o efeito intergeracional em ratos para
analisar a homeostase da tireoide em exposi¢do ao herbicida Roundup® Transorb. No estudo,
demonstraram que, os animais adultos que receberam a exposi¢cdo perinatal do HBG, vérios
genes relacionados ao metabolismo dos HT demostraram alteragfes nas expressoes, induzindo
assim, uma mudanca na homeostase dos HT e sugerindo também, que é envolvido nas
alteracdes intergeracionais.

Em humanos, ja foi relatado que o glifosato se encontrou em todas as urinas de
trabalhadores da agricultura. Observaram que, no final do dia que pulverizavam o herbicida e
logo no dia seguinte, sua concentragdo de glifosato na urina era extremamente maior que nos
dias anteriores, antes da pulverizacao. Além da urina, também foi analisado amostras de sangue
para examinar os HT. Os resultados demonstraram que, no dia anterior da pulverizacdo em
relacdo ao dia posterior, as mudancas nos niveis dos HT ndo foram muito diferentes, porém,
com a alteracdo mensurada dos niveis de metabdlitos, demonstraram que, o aumento do
glifosato na urina dos agricultores, no dia ap6s a pulverizacdo, aumentou significativamente os
niveis do T4 (108).

Mesmo com diferentes estudos apontando que, o glifosato possivelmente é
citotoxico e que é capaz de interferir no eixo HHT, em 2015 a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (US EPA) relatou que, o glifosato ndo possui capacidade para perturbar as vias da
tireoide (87, 109). Nos ensaios puberais realizados em ambos 0s sexos, ndo encontraram
consequéncias no peso da tireoide, na histopatologia e nos niveis séricos de T4 e TSH. Deste
modo, finalizaram que o glifosato ndo consegue interagir com o HHT (109). Em 2020 a US
EPA publicou uma revisdo de mitigacdo, detalhando a avaliacdo de risco a satde humana

perante o glifosato e, reforcou que ndo existe qualquer preocupagdo para a saude humana
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quando usado corretamente, conforme mencionado no rétulo do produto e, que também néo é
um produto cancerigeno (110, 111).

Agéncias como US EPA e IARC se posicionam de modo diferente em relacdo ao
glifosato pois, a IARC considerou ensaios realizados para investigar efeitos genotdxicos
(estresse oxidativo e hormonios sexuais) de 81 ensaios, 62 tiveram resultados positivos; a
andlise foi feita dando destaque aos resultados utilizando formulacGes de HBG e seu metabdlito
AMPA; e as avaliacbes foram feitas contendo informacdes de dieta média, cenarios de
exposicdo elevada e ocupacional. Por outro lado, a US EPA se baseou principalmente em
relatdrios regulatérios dos quais 99% foram negativos em relacéo a toxicidade, estudos técnicos
de glifosato e além de se concentrarem em exposi¢des alimentares comuns da populagéo,
negligenciando os riscos e exposi¢cBes ocupacionais mais altos (112). Lembrando que, as
diferentes formulacdes de glifosato que possuem os surfactantes sdo parametros importantes da
toxicidade do glifosato (113). Produtos com formulagdes de glifosato s&o mais prejudiciais do
que o proprio glifosato, sendo contribuinte de diferentes doencas (114, 115).

Compreender as respostas bioldgicas a produtos quimicos toxicos € de extrema
importancia para a avaliacdo da poluicdo, tanto para monitorar a exposi¢do a contaminacédo
ambiental existente, quanto para estimar riscos de efeitos e sugerir medidas de precaucéo (116).
Além disso, identificar as lesdes e/ou mutacbes que podem ser causados por agentes quimicos
é fundamental para a compreensdo do seu modo de acdo (117). E, em virtude de baixa
toxicidade ja relatado do ingrediente glifosato, € mais interessante levar em consideracédo
estudos com suas diferentes formulacdes e/ou seus co-formulantes pois ndo séo inativos e sim

muitas vezes agravam o meio ambiente e perturbam a satde humana (118).

1.4.Hipotese

O céncer de tireoide e os disturbios da funcdo tireoidiana, em particular o
hipotireoidismo, tornaram-se cada vez mais comuns. Esse aumento na prevaléncia pode estar
relacionado com os DEs mas, mas, ndo se sabe como esses contaminantes ambientais podem
influenciar células que ja possuem uma mutagdo oncogénica. Os herbicidas a base de glifosato
sdo DE de ampla dispersdo ambiental e seu acuimulo pode causar uma cascata de alteracfes
relacionadas a funcéo tireoidiana. Aumentando a proliferagdo, migracéo, invasao e apoptose
celular. Poderia ter também, algum potencial de contribuicdo para a tumorigénese e a
agressividade tumoral, porém, seu efeito sobre as células tireoidianas ainda é pouco
conhecido.

Esta pesquisa mostrara como um herbicida a base de glifosato (Roundup®
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Original DI) agem nas linhagens tireoidianas normais e nas linhagens do carcinoma papilifero
tireoidiano. Uma melhor compreenséo da acao desse DE nessas células tera um impacto direto
na salide humana, mostrando como os contaminantes ambientais nos afetam e fornecera

informacdes para futuras pesquisas.

2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo Geral
Estudar os efeitos do herbicida glifosato (Roundup® Original DI), em células

tireoidianas normais e tumorais.

2.2.0bjetivos especificos
1. Analisar a viabilidade celular das linhagens tireoidianas Nthy-ori 3-1 (células foliculares) e
TPC-1 (derivadas de CPT) expostas a diferentes concentracdes do herbicida a base de glifosato
Roundup® Original DI.

2. Determinar o efeito citotdxico do herbicida Roundup® Original DI nas linhagens Nthy-ori
3-1e TPC-1.

3. Analisar a influéncia do Roundup® Original DI na proliferagéo celular das linhagens Nthy-
ori 3-1e TPC-1.

3. MATERIAL E METODOS
Todos os métodos descritos abaixo foram realizados em momentos diferentes para
as linhagens TPC-1 e Nthy-ori 3-1 a fim de evitar contaminagdes cruzadas. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.1.Cultura celular

Os modelos experimentais utilizados foram duas linhagens derivadas de tireoide
humana, a TPC-1 e Nthy-ori 3-1, sendo a TPC-1 proveniente de carcinoma papilifero e a Nthy-
ori 3-1 funcionou como um controle para a célula neoplasica ja que se trata de uma linhagem
derivada de células foliculares tireoidianas. A linhagem TPC-1 foi gentilmente cedida pelo Prof.
Dr. Valdemar de Jesus Conde Méaximo, do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da
Universidade do Porto, Portugal (IPATIMUP) com o qual temos parceria, € a linhagem Nthy-
ori 3-1 foi obtida comercialmente pela Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA. As linhagens foram

cultivadas em meio RPMI 1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de Penicilina-
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Streptamicina e 250mg/ml de fungizone (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Foram mantidas em
estufa a 37°C com 5% de didxido de carbono (CO2) (119-122).

3.2.Glifosato (Roundup® Original DI)

Para a exposicdo das linhagens celulares tireoidianas TPC-1 e Nthy-ori 3-1, foi
utilizado o herbicida glifosato Roundup® Original DI (Monsanto, S&o Paulo, Brasil). Sua
composicao possui: 445 g/L (44,5% m/v) Sal de Di-aménio de N-(phosphonomethyl)glycine
(Glifosato); 370 g¢/L (37,0% m/v) Equivalente &cido de N-(phosphonomethyl)glycine
(Glifosato) e 751 g/L (75,1% m/v) Outros ingredientes, com uma concentracdo de 1,566 g/L
(123).

3.3.Diluicao e escolha das concentraces do Roundup® Original DI

As concentragdes do Roundup® Original DI variaram de 6,5 pg/L a 6500 pg/L (total
de 15 concentracdes), baseados em um estudo anterior (127), além de doses como, Nivel
Aceitavel de Exposicdo Ocupacional (AOEL) e Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), presentes na
Nota Técnica (Processo n°® 25351.056754/2013-17) da ANVISA (128) para uma pré-selecdo de
concentragdes utilizadas no trabalho. O herbicida Roundup® Original DI foi diluido em agua
Milli-Q® (Merck Group) e, foram preparadas duas solugdes onde, a primeira solugdo foi para
as concentracdes mais altas, ou seja, menos diluidas, com concentracdo igual a 156,6 pug/L e a
segunda solucdo, foi para as concentragdes mais baixas, mais diluidas com concentracéo igual
a 1,566 ug/L.

3.4.Cdlculo de dilui¢do para as concentragoes ambientais utilizando o livro: “Guyton

e Hall: Tratado de Fisiologia Médica - 12“ Edi¢do”

Para calcular as doses ambientais presentes na Nota Técnica da Agéncia Nacional
de Vigiléncia Sanitaria (ANVISA) do herbicida glifosato, foi utilizado o livro “Tratado De
Fisiologia Médica Capitulo 25 - Os Compartimentos dos Liquidos Corporais: Liquidos
Extracelular e Intracelular, Liquido Intersticial e Edema” (32).

As doses como, a Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) de 0,5 mg/kg e o Nivel Aceitavel
de Exposicdo Ocupacional (AOEL) de 0,1 mg/kg, sdo publicadas em unidades de medida de
mg/kg, entdo, foi preciso converter, para facilitar no calculo de diluicdo e obter a mesma
unidade de medida. Por isso, o livro do Guyton e Hall foi utilizado como apoio e auxiliar na
pesquisa.

Utilizamos os parametros da pagina 304 do livro onde diz: “Em homem adulto com

peso médio de 70 quilos, a quantidade total de agua fica em torno de 60% do seu peso corporal,
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algo em torno de 42 litros”. (124, 125). Entdo, o herbicida foi diluido em agua Milli-Q® e as
doses de tratamento foram preparadas em diferentes concentracGes. Para as doses referenciadas

pela ANVISA foi usado a seguinte férmula:

Nivel aceitavel de exposicdo ocupacional
0,1 mg/kg (AOEL) x 70 kg (peso corporal médio de um adulto) _

160 pg/L
42 L (total de 4gua do peso corporal) HY
Ingestao diaria aceitavel
0,5mg/kg (IDA) x 70 k eso corporal médio de um adulto
g/kg (IDA) g (@ p ):830ug/L

42 L (total de 4gua do peso corporal)

3.5.Ensaio azul de tripan
O ensaio por azul de tripan é um método muito usado para analisar a viabilidade
celular. As células ndo viaveis se coram com o corante, onde é absorvido pelo seu citoplasma,
pela perda de integridade da membrana e, células vidveis, ndo se coram, pois permanecem com
sua membrana celular intacta (126).

As linhagens celulares tireoidianas TPC-1 e Nthy-ori 3-1 foram colocadas em placas de
cultura de 12 pocos (Kasvi®) (3,7x10*/poco) e incubadas por 24 horas para a completa adeso
celular e chegar em uma confluéncia de 80%. Em seguida, as linhagens celulares foram
expostas a 15 concentracdes de Roundup® Original DI por 24 e 48 horas e, comparadas com
células ndo expostas (controle). As concentracdes do Roundup® Original DI variaram de 6,5

pg/L a 6500 pg/L (Tabela 2), para uma pré-selecdo de concentragdes utilizadas no trabalho.

Tabela 2. Faixas de concentragdes de Roundup® utilizadas no Ensaio Azul de Tripan.

Roundup® Original DI

6,5 ng/L
12,7 pg/L
25,4 pg/L

50,78 pg/L
65 pg/L

101,56 pg/L
160 pg/L

203,12 pg/L
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406,25 pg/L
650 ug/L
830 ug/L

812,5 pg/L
1625 pg/L
3250 pg/L
6500 pg/L

Apdbs as exposicdes celulares nos tempos propostos, 0 meio RPMI 1640 foi
substituido por 200 ul de 0.05% Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Em seguida,
foi colocado 500 pl de meio RPMI 1640 em cada pogo, para interromper a agdo da tripsina e as
células foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos. Foi retirado o sobrenadante de cada
microtubo e ressuspendido com 200 pl de meio RPMI 1640.

Para a contagem celular foram retirados 10 pl de suspensédo celular e adicionado 10
pl de Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e, desta mistura, 10 pl de cada
microtubo foram colocados em laminas descartaveis para contagem de células pelo Countess®

Il FL (Thermo Fisher Scientific). O ensaio foi realizado em triplicata técnica.

3.6.Ensaio Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

O ensaio CCK-8, permite ensaios colorimétricos sensiveis para a determinagdo do
namero de células viaveis em ensaios de proliferacdo celular e citotoxicidade (129, 130). O
ensaio utiliza o sal de tetrazélio que € solivel em dgua WST-8 [2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4dissulfofenil)-2H-tetrazélio,sal monossddico] e, produz um corante de
formazan ap6s reducdo na presenca de um transportador de elétrons (Figura 12). O WST-8 é
reduzido por desidrogenases nas células transformando o produto numa cor alaranjada
(formazan), que é solGvel no meio de cultura. A quantidade de corante formazan gerado pela
atividade das desidrogenases nas células, é diretamente proporcional ao nimero de células vivas
(129).
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Figura 12. Funcionamento da reacdo do ensaio CCK-8 (131).

O ensaio foi realizado conforme o protocolo de citotoxicidade da Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA. Em placas de 96 pocos (Kasvi®), foi dispensado 100 pl de suspenséo de células
(5000 celulas/pogo) das linhagens TPC-1 e Nthy-ori 3-1 e incubado por 24 horas em uma
incubadora umidificada a 37°C, 5% de CO> para a adeséo completa das células. Apos as células
estarem confluentes (80%) e aderentes as placas, foi adicionado 10 ul das concentracGes de
Roundup® Original DI (6,5ug/L; 65ug/L; 160ug/L (AOEL); 830ug/L (IDA); 6500ug/L)
selecionadas a partir do pré-teste (azul de tripan), realizado. As placas foram feitas em
triplicatas com as concentracdes de Roundup® Original DI, os controles (sem o herbicida) e 0s
brancos (controle da rea¢do — somente com 0 meio RPMI 1640) (Esquema 1). Foram incubadas
por um periodo de exposicdo de 24 e 48 horas na incubadora.

Ap0s as exposicdes nos tempos propostos, foi adicionado 10 ul de solugcdo CCK-8
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) em cada poco da placa e incubado por 3 horas na incubadora
de CO2. Em seguida, foi medido a absorbancia a 450 nm usando um leitor de microplaca

(ELx808, Biotek, Winooski, VT, USA). O ensaio foi realizado em triplicata técnica e bioldgica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A A A A B B B C C C
B Ctrl | Ctrl | Ctrl Ctrl | Ctrl | Ctrl Ctrl | Ctrl | Ctrl
C B B B B B B B B B
D
E D D D E E E
F Ctrl | Ctrl | Ctrl Ctrl | Ctrl | Ctrl
G B B B B B B
H
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Esquema 1. Disposicdo do ensaio CCK-8 em placa de 96 pocgos. Letras A, B, C, D e E,
equivalente as cinco concentragdes de Roundup® Original DI (6,5; 65; 160; 830 e 6500 ug/L); Ctrl
equivalente ao controle (células sem exposicdo ao herbicida) e B (pogos apenas com meio de
cultura RPMI 1640 - Branco).

Com os resultados obtidos pelo leitor de microplaca, foi calculado as médias para
saber a porcentagem de células viaveis por concentracdo nos tempos de 24 e 48 horas. Para
definir esta porcentagem de células vivas, primeiramente, foi calculada a média de todos os
resultados, ou seja, a média das triplicatas das diferentes concentra¢des de Roundup® Original
DI; a média dos controles e a média dos brancos. O controle foi representado como 100% de
atividade desidrogenase, o que equivale ao numero de células vivas, e a viabilidade celular foi
expressa como porcentagem das células ndo tratadas com o Roundup® Original DI. Os valores
dos brancos equivalem a absorbéancia da solucdo de CCK-8 e estes foram subtraidos de todas

as amostras (tratadas e ndo tratadas). Calculada da seguinte forma:

(Absorbancia do Roundup) — (Absorbancia do branco) 00
(Absorbancia do controle) —(Absorbancia do branco)

Viabilidade celular (%) =

3.7.Ensaio de proliferagéo celular BrdU

O ensaio de proliferacdo celular por BrdU identifica o 5-bromo-2'-desoxiuridina
(BrdU) que é incorporado ao DNA usando um anticorpo anti-BrdU, durante a proliferacdo
celular. O BrdU é um analogo sintético de timina, onde é captado pelas células durante a fase
S da mitose (Figura 12), sendo desta forma, um marcador de células em proliferacdo com
coloracdo azulada. Entdo, a coloracdo formada € proporcional a quantidade de BrdU
incorporada as células e usada diretamente como um indicador de proliferacdo celular. Assim,
guanto maior a incorporacdo de BrdU ao DNA, maior é a atividade proliferativa das células

analisadas.

Ciclo
BrdU

\v‘}“
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Figura 13. Desenho esquematico refletindo o ciclo celular e o estdgio em que ocorre expressdo
de BrdU. O BrdU somente é incorporado durante a fase de sintese (fase S) do ciclo celular,
indicando que a célula se encontra na fase S ou ja passou por ela.

Para o ensaio, foi utilizado o kit de proliferacdo celular BrdU da Cell Signaling
Technology® e, realizado de acordo com as instrugdes do fabricante (132). As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos e foram semeadas 100.000 células/poco das linhagens TPC-
1 e Nthy-ori 3-1 e, incubados por 24 horas em uma incubadora umidificada a 37°C, com 5% de
CO2, para a adesdo completa das células, em meio RPMI-1640. Subsequentemente, foi
adicionado os tratamentos de Roundup® Original DI (6,5ug/L; 65ug/L; 160ug/L (AOEL);
830ug/L (IDA) e 6500ug/L) e as linhagens foram incubadas nos tempos de 24 e 48 horas de
exposicao.

Ap0s os tempos de exposi¢des, para a incorporagao do BrdU, foi adicionado 10 pl
da solugdo de BrdU 10X, onde foi previamente diluido - BrdU 1:100 com o meio de cultura
celular Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific) e, depois, incubado por 2 horas. Apés a
incubacdo, foi adicionado 100 ul por pogo da solucdo de fixacdo/desnaturacdo e, as placas
foram mantidas em temperatura ambiente (TA), por 30 minutos. Removido a solugédo de
fixacdo/desnaturacdo, foi adicionado 100 pl de solucdo de anticorpo de detecgdo BrdU 1X
(previamente diluido 1:100 com diluente de anticorpo de deteccdo) e as placas foram mantidas
em TA por 1 hora. Apds isso, foi removido a solugdo e as placas foram lavadas 3 vezes com
Wash Buffer 1X, onde foi diluido em agua purificada. Em seguida, foi adicionado a solucéo de
anticorpo secundario conjugado com HRP 1X (diluido 1:100 com diluente de anticorpo ligado
a HRP) em cada poco, e novamente, as placas foram mantidas a TA por 30 minutos e, lavado
3 vezes com 1X Wash Buffer. Depois, foi adicionado 100 ul de substrato TMB e incubado por
30 minutos em TA. Nesta etapa, foi observado a mudanca de cor das placas, pois possivelmente
seria necessario interromper a reacdo antes do tempo de desenvolvimento padrao de 30 minutos.
Passado este tempo, foi adicionado 100 pl de solu¢cdo STOP em cada poco e para a leituras das
placas, foi utilizado um leitor de microplacas (ELx808, Biotek, Winooski, VT, USA) com
absorbancia a 450 nm. O ensaio foi realizado em triplicata técnica em ambas linhagens e
tempos. A proliferacdo celular foi expressa pela absorbancia e, logo em seguida, os valores

foram corrigidos com o resultado do branco (controle da reacao).

3.8.Analise Estatistica
A anélise estatistica foi realizada usando o software SAS System for Windows
(Statistical Analysis System), versao 9.4 (SAS Institute Inc, 2002-2012, Cary, NC, USA). Para
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a comparacdo de medidas numéricas entre concentracdo e seu respectivo controle, foi utilizado
o teste de Wilcoxon para amostras relacionadas. Para a comparagdo de medidas numéricas entre
concentracdes, tempos e linhagens celulares, foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas
com transformacdo por postos. O teste de perfil por contrastes, foi aplicado para as comparacdes
maltiplas, quando necesséario. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de
5%.

4. RESULTADOS

4.1.Ensaio azul de tripan

% Linhagem TPC-1

Como podemos observar no gréfico 1, os resultados obtidos nos mostram uma curva
de dose-resposta ndo monotdnica, como é caracteristica dos DEs. A segunda concentracdo mais
baixa (12,7 pg/L) causou mais mortes celulares do que algumas concentracdo mais altas, como
a 3250 pg/L em 24h (71% vs. 55%), e em 48 horas com a nossa maior dose (6500 pg/L) (25%
vs. 15%). A maior porcentagem de mortalidade celular alcangada foi de 71% com a
concentracdo de 12,7 ug/L e, em 48 horas a porcentagem mais alta foi de 42% com a
concentracdo de 203,1 pg/L. As doses autorizadas da ANVISA (AOEL e IDA) tiveram uma
porcentagem préxima em ambos 0s tempos: em 24 horas 50% e 58% e, em 48 horas 33% e
37%, respectivamente.

Os efeitos citotoxicos do Roundup® Original DI na linhagem TPC-1 foram mais
pronunciados ap6s 24 horas de exposicao e, apresentaram valores mais baixos apds 48 horas
(Grafico 1).

TPC-1
100+

% de morte

"y
0
nnnnn
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""""" 24 horas
i B 48 horas

Concentrac8es Roundup Original® DI (ug/L)
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Gréfico 1. Porcentagem de células TPC-1 mortas apds exposicdo a concentragdes crescentes
de Roundup® Original DI por 24 h e 48 h, medidas pelo teste de corante azul de tripano.

¢ Linhagem Nthy-ori 3-1

Apos o resultado do ensaio azul de tripan, na linhagem TPC-1, foi feita uma selecéo
das concentragOes para prosseguir com nosso estudo. Da mesma forma que a TPC-1, na
linhagem Nthy-ori 3-1, houve uma diminuicéo de células vidveis ap0s exposicao de 24 horas e,
que em 48 horas, foi observado maior numero de células viaveis.

A dose de 160 pg/L (AOEL) e 830 pug/L (IDA) totalizaram em 43% e 35%, em 24
horas. Entretanto, em 48 horas observamos apenas 33% e 18%, de forma similar ao ocorrido
com a TPC-1, como mostrado no grafico 3. A menor porcentagem de células mortas em ambos
os tempos, foi com a concentracdo IDA. Nossa maior concentracdo 6500ug/L levou 53% das
células a morrerem em 24 horas, sendo a porcentagem mais alta e, 23%, em 48 horas (Grafico
2).

Nthy-ori 3-1
100-
B 24 horas

80— Em 48 horas
Q
‘g 60 [

;

S 404 OB | L [
S e .

20_ s’ “founns

Controle 6,5 65 160 830 6500
Concentragdes Roundup Original® DI (ug/L)

Gréfico 2. Porcentagem de células Nthy-ori 3-1 mortas ap6s exposicdo a cinco concentraces
crescentes selecionadas de Roundup® Original DI por 24 h e 48 h medidas pelo teste de corante
azul de tripano.

Comparando as duas linhagens celulares testadas, observa-se que com 65 pg/L, na
linhagem Nthy-ori 3-1 em 48 horas e, na TPC-1 em 24 horas, foi a concentragdo que causou

mais morte celular (Gréfico 3).
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Grafico 3. Comparacdo da mortalidade celular nas linhagens Nthy-ori 3-1 (a) e TPC-1 (b) apés
exposicdo a concentragdes crescentes de Roundup® Original DI por 24 h e 48 h pelo teste de corante
azul de tripano.

Observamos uma taxa de lesdo celular importante, mas limitada, conforme
detalhado na tabela 3. A exposicdo de células Nthy-ori 3-1 e TPC-1 por 24 h em concentracdes
de AOEL causou a morte de 43% e 50% das células, respectivamente, enquanto IDA resultou
em 35% e 58% de morte celular. Apds 48 h de exposicdo, AOEL e IDA causaram um menor
numero de células mortas Nthy-ori 3-1 (33% e 18%) e TPC-1 (33% e 37%), respectivamente.

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade de células Nthy-ori 3-1 e TPC-1, apds exposi¢do ao Roundup®
Original DI por 24 h e 48 h, em diferentes concentragdes, medida pelo teste de exclusdo do azul de
tripan. O valor de p, refere-se & comparacao entre o nimero de células mortas expostas ao herbicida e,
0 nimero de células controle mortas ndo expostas.

24 horas 48 horas
Nthy-ori 3-1  Valor de p* TPC-1 Valor de p* Nthy-ori3-1 Valor de p* TPC-1 Valor de p*
6,5 pg/L 49% £ 2.6 0.5000 54% + 16.6 0.5000 26% +21.9 1.0000 22% +10.5 0.5000
65 ng/L 38% 6.4 0.2500 63% + 15.5 0.5000 34% +1.0 0.5000 31% +8.4 0.5000
160 pg/L  43% +16.1 0.5000 50% + 13.0 1.0000 33% +26.3 0.5000 33% +85 0.2500
830 ng/L  35% +14.6 1.0000 58% + 6.5 0.2500 18% + 6.7 0.2500 37% +25.5 0.5000
6500 pg/L  53%+5.3 0.2500 57% + 16.6 0.5000 23% +£6.7 0.5000 15% + 3.1 1.0000

*Baseado no teste de Wilcoxon para amostras relacionadas.

4.2.Ensaio CCK-8
+ Linhagem Nthy-ori 3-1
As porcentagens de células vivas em 24 horas foram de 86% a 113% e, em 48 horas,
de 84% a 102%. Em 24 horas, a menor concentracdo de 6,5 pg/L, obteve 13% a mais de

viabilidade comparado ao controle. A menor viabilidade celular foi de 86% com a dose de 6500


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/percentage-of-viable-cells

45

Hg/L. Em 48 horas, a maior porcentagem de células vivas foi na dose 65 pg/L e a menor foi na
dose de 160 pg/L (AOEL), chegando a 84%.

Assim, observamos que, o Roundup® Original DI ndo causou citotoxicidade, com
nenhuma das cinco concentragdes usadas, em nenhum dos tempos, como mostra o grafico 4,
mas sim, causou uma pequena proliferacdo celular com as concentracoes de 6,5ug/L e 65ug/L

em ambos 0s tempos.
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Grafico 4. Porcentagem de células vivas da linhagem Nthy-ori 3-1, apds exposicdo a
concentracgdes crescentes de Roundup® Original DI, por 24 h e 48 h, medido pelo ensaio CCK-

8.

% Linhagem TPC-1
As porcentagens de células viaveis foram de, 88% a 105% em 24 horas e, de 79%
a 106%, em 48 horas. Em 24 horas, a menor concentracao 6,5 pg/L obteve 5% de aumento de
células viadveis, comparado com o controle, da mesma forma como haviamos observado na
Nthy-ori 3-1. A menor viabilidade celular foi de 88%, com dose AOEL (160 pg/L). Em 48
horas, a maior porcentagem de células vivas ocorreu com a dose de 6500 pg/L e, a menor (de
79%) com as doses de 6,5 e 65 pg/L.
Da mesma maneira que a Nthy-ori 3-1, os resultados da linhagem TPC-1 nao
apresentaram indicios de citotoxicidade provocada pelo Roundup® pois, as viabilidades foram
mantidas acima de 79% (Grafico 5). Também, foi observado uma pequena proliferacao celular

nas concentragdes de 6,5 pg/L e 6500 pg/L em 24 e 48 horas, respectivamente.
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Grafico 5. Porcentagem de células vivas da linhagem TPC-1, apds exposicdo a concentracdes
crescentes de Roundup® Original DI, por 24 h e 48 h, medido pelo ensaio CCK-8.

Uma comparacdo do nimero de células viaveis, em 24 e 48 horas de exposi¢do ao
Roundup® Original DI, nas mesmas doses, mostrou que o herbicida teve efeitos semelhantes
nas células Nthy-ori 3-1 e TCP-1 (Grafico 6 e Tabela 4). E, em 24 horas, na menor concentracao
de 6,5 pg/L, ambas ultrapassam os 100% de viabilidade celular. Além disso, os resultados
foram comparados utilizando ANOVA para medidas repetidas (concentracbes e tempos).
Foram utilizados como fatores: os tipos de células, as concentracdes e 0s tempos de exposicao
e, as interacOes entre eles. Especificando os resultados da interacdo concentragdes*células, na
linhagem Nthy-ori 3-1, tivemos diferencas nas concentragdes de maneira que, 65 pg/L
apresentou valores maiores que 160, 830 e 6500 pg/L, e que, 160 pg/L foi menor que 830 ug/L.
Para essa analise ap6s 0 ANOVA, foi feito um post-hoc (teste de perfil por contraste) para
localizar essa diferenca. Porém, na linhagem TPC-1 ndo foi observado diferenca entre as
concentracdes. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as células (Nthy-ori 3-1 e

TPC-1) para as concentragdes (Tabela 5).
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Gréfico 6. Comparacéo entre a porcentagem de células vidveis TPC-1 e Nthy-ori 3-1 em 24 h
(painel a) e 48 h (painel b) de exposicdo a diferentes concentragdes de Roundup® Original DI
usando o ensaio CCK-8.

Tabela 4. Porcentagem de células viaveis Nthy-ori 3-1 e TPC-1 ap6s exposi¢do ao Roundup® Original
DI por 24 h e 48 h em diferentes concentra¢fes, medido pelo ensaio CCK-8. O valor de p refere-se a
comparacdo entre o numero de células viaveis expostas ao herbicida e o nimero de células viaveis de
controle ndo expostas.

Nthy -ori 3-1 TPC-1
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

6,5png/L  113% +23.29 101% +2.08 105% +18.40 79% +7.10
65 ng/L  104% +13.08 102% +3.00 94% + 8.50 79% + 7.10
160 pg/L. 87% +6.24 84% +7.23 88%+11.36 100% + 7.80
830 pg/L  87% +9.29 91% +7.77 97% +19.30 82%+7.77

6500 pg/L  86% +10.79  92% + 3.06 91% +9.20 106% * 3.06

Tabela 5. Resultados da ANOVA para medidas repetidas comparando o ensaio CCK-8 (% células
vivas*) entre tipos de linhagens celulares, concentracdes e tempos (n=3).

Tipos de

Concentragges Tempos Interagdes
Células (ug/L) P ¢
Nthy-ori 3-1 6,5, 65, 160, 24he P ok P S iy
e TPC-1 830, 6500 48h ConcentragBes*células Tempos*células Concentra¢des*tempos Concentracbes*tempos*células
0.9296 0.0436 0.5615 0.0471* 0.9839 0.5633 0.5434

*Varidvel transformada em postos (ranks) para a analise.

2 Efeito significativo da interacdo concentracdo*células: diferencas significativas entre concentracdes
na linhagem Nthy-ori 3-1 (p=0.0013): 65>160; 65>830; 65>6500; 160<830 (teste de perfil por
contrastes). Sem diferengas na linhagem TPC-1 (p=0.7695). Sem diferencas significativas entre as
linhagens em cada concentracéo.
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4.3.Ensaio BrdU
¢ Linhagem Nthy-ori 3-1
A incorporacéo por BrdU, juntamente com os resultados do ensaio CCK-8, revelou
que a exposicdo ao Roundup® Original DI, na linhagem Nthy-ori 3-1, aumentou a proliferacdo
celular em 24 horas com a concentracdo de 65 pg/L e, em 48 horas com todas as concentragdes,
quando comparadas ao controle (Grafico 7 e Tabela 6).
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Gréfico 7. Linhagem Nthy-ori 3-1 tratadas com Roundup® Original DI pelos tempos de 24
horas (painel a) e 48 horas (painel b). A proliferacdo celular foi medida pelo ensaio BrdU e as
leituras de foram corrigidas subtraindo os resultados do branco. Os dados sdo apresentados
como média + DP.
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% Linhagem TPC-1
Com a linhagem TPC-1 em 24 horas, 0 Roundup® também demonstrou um
aumento na proliferacao celular em quatro concentragdes (6,5, 65, 160 e 6500 pg/L). Ja em 48
horas, houve um aumento de proliferacdo somente com as concentracdes de 6,5, 830 e 6500
Mg/L, quando comparadas ao controle (Gréfico 8) Verificado o efeito proliferativo do
Roundup® Original DI, o ensaio BrdU mostrou importante efeito estimulador de crescimento

em ambas as linhagens, mas principalmente sobre TPC-1, mesmo em doses baixas (Tabela 6).
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Grafico 8. Linhagem TPC-1 tratadas com Roundup® Original DI pelos tempos de 24 horas
(painel a) e 48 horas (painel b). A proliferacdo celular foi medida pelo ensaio BrdU e as leituras
de foram corrigidas subtraindo os resultados do branco. Os dados séo apresentados como média
+ DP.
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De fato, como mostrado na tabela 6, na Nthy-ori 3-1, a concentracdo de 6,5 pg/L
do herbicida produziu um efeito proliferativo significante apds 48h de exposicdo comparado
com o controle. Porém, as células TPC-1 foram ainda mais sensiveis ao efeito proliferativo do
Roundup® que foi observado em diversas concentracdes, principalmente em 24 horas de
exposicdo (Tabela 7). Comparando os resultados da tabela 7 pela ANOVA para medidas
repetidas e utilizando como fatores o tipo de células, as concentragdes e 0s tempos de exposicao
e, as interacdes entre eles, foi mostrado que o efeito, entre os tipos de células foi significativo,
independente do tempo de exposicdo e concentracdo. Avaliando a interacdo
concentrations*times que teve efeito significativo, no tempo de 48h o controle foi menor que
6,5 ug/L, 6.5 pg/L foi maior que 65, 160 e 830 pg/L e, 65 pg/L foi menor que 6500 pg/L, em
ambas as células. Porém, em 24h de exposicao, ndo foram observadas diferencas significativas
entre as concentracdes. Na andlise dos tempos 24 h e 48 h apenas para uma concentracdo houve

diferenca significativa (65 pg/L) onde, 24 h foi maior que 48 h.

Tabela 6. Absorbancia de BrdU e porcentagem de células Nthy-ori 3-1 e TPC-1 ap6s exposicao ao
Roundup® Original DI por 24 h e 48 h em diferentes concentra¢des. O valor de p refere-se a comparagao
entre a absorbancia de BrdU em células expostas ao herbicida e a absorbancia em células controle ndo
expostas.

Nthy-ori-3-1 TPC-1
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
(1 ABS (%) ABS (%) ABS (%) ABS (%)

Controle  0.204 (100)  0.134 (100)  0.541(100)  0.229 (100)
65pg/l 0097 (34)  0.341(321)  1.128(210)  0.384 (208)
65ug/L  0.248(124)  0.220(192)  1.146(214)  0.193 (75)
160 pg/L  0.140 (60)  0.206 (178)  0.865(159)  0.206 (85)
830 pg/L  0.166(75)  0.147 (114) 0536 (96)  0.264 (125)
6500 pg/L  0.116 (46)  0.218(190)  0.587 (106)  0.586 (349)

Tabela 7. Resultados da ANOVA para medidas repetidas comparando o ensaio BrdU (absorbancia de
proliferacdo celular*) entre tipos de linhagens celulares, concentragdes e tempos (n=3).

Linhagens  Concentragdes

celulares (ug/L) Tempos Interacgdes

Nthy-ori 3-1 6,5, 65, 160, S y I o .k
e TPC-1 830, 6500 24h e 48h Concentragbes*células Tempos*células Concentracbes*tempos Concentragdes*tempos*células
0.0005% 0.9155 0.2219 0.5103 0.0764 0.0011° 0.4448

*Varidvel transformada em postos (ranks) para a analise.

@ Efeito significativo da interagcdo concentracdo*células: diferencas significativas entre
concentracepara o tipo de linhagem celular (TPC-1>Nthy-ori 3-1).

b Efeito significativo da interacdo concentracdo*tempo: diferencas significativas entre concentragdes no
tempo de 48 horas (p=0.0197): controle<6,5; 6,5>65; 6,5>160; 6,5>830; 65<6500 (teste de perfil por
contrastes). Sem diferencas para 24 horas (p=0.1068). Diferencas significativas entre tempos no controle
(p<0.0001, 24h>48h) e na concentracdo 65 (p=0.0369, 24h>48h). Sem diferencas significativas entre os
tempos para as demais concentragdes.
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4.4.Morfologia celular

¢ Linhagem Nthy-ori 3-1
Observando a linhagem Nthy-ori 3-1, por microscopia éptica em aumento de 40X
(EVOS XL Core, Invitrogen), foram observadas algumas alteracdes nas células expostas ao
Roundup® Original DI em ambos os tempos, em comparagdo as células ndo tratadas (Ctrl).
Apresentaram debris celulares, algumas células com tamanho reduzido e sem brilho; além disso

algumas células apresentaram um formato irregular (Figuras 13 e 14).

Ctrl 6,5 ng/L
65 ng/L Jv 160 pg/L

v
830 ng/L 6500 pg/L

Figura 13. Caracteristicas celulares da linhagem Nthy-ori 3-1 apds a exposicao ao Roundup® Original
DI no tempo de 24 horas, comparadas com o controle.
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Figura 14. Caracteristicas celulares da linhagem Nthy-ori 3-1 ap6s a exposi¢do ao Roundup® Original
DI no tempo de 48 horas, comparadas com o controle.
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R

% Linhagem TPC-1

Observando a linhagem TPC-1, notamos que ndo existe muita diferenca entre o
controle e as células expostas ao Roundup® Original DI testadas no tempo de 24 horas.
Existiam algumas células descoladas no fundo dos pocos e, poucos debris celulares, porém
similar ao observado nas células ndo tratadas (Ctrl). Em 48 horas, foi observado aumento na
quantidade de células, quando comparado com 24 horas de exposi¢éo e, alguns debris celulares,
tanto no controle quanto nas células tratadas (Figuras 15 e 16).

Figura 15. Caracteristicas das células da linhagem TPC-1 apds a exposi¢do ao Roundup® Original DI
nos tempos de 24 horas, comparadas com o controle.
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Ctrl 6,5 ng/L
65 pg/L 160 pg/L
830 pg/L 6500 pg/L

Figura 16. Caracteristicas das células da linhagem TPC-1 ap6s a exposicdo ao Roundup® Original DI
nos tempos de 48 horas, comparadas com o controle.

5. DISCUSSAO

No presente estudo, atestamos que, a exposicédo a diferentes doses de Roundup®
Original DI, incluindo AOEL (Nivel Aceitavel de Exposicdo Ocupacional) e IDA (Dose Diaria
Aceitavel), disponivel na Nota Técnica (Processo n°® 25351.056754 / 2013-17) da ANVISA, nas
linhagens celulares tireoidianas em 24 e 48 horas, apresentaram uma dose-resposta de curva
ndo-monotdnica, caracteristica de um desregulador enddcrino, o que impossibilita as

interpretacdes tradicionais em toxicologia regulatéria (35, 133). O Roundup® Original DI
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produziu uma maior reducdo na integridade da membrana celular na linhagem TPC-1, de 63%,
do que na linhagem Nthy-ori 3-1 (53%), mas ambas as linhagens pareceram se recuperar apos
48 horas de exposicdo. Confirmando relatos anteriores, também demonstramos que danos e
mortalidade ndo sdo proporcionais as concentracdes de Roundup®. De fato, a mortalidade das
celulas tireoidianas ocorre mesmo em doses baixas, como as recomendadas na agricultura e
aquelas correspondentes a baixos niveis de residuos nos alimentos. Ao contrario, estudos em
linfécitos humanos expostos ao pesticida indicaram uma viabilidade dependente da dose (115,
134). Chaufan et al constataram que uma formulacéo de glifosato causava citotoxicidade na
célula HepG2 dependendo da dose e do tempo de exposi¢do, mesmo em dilui¢cbes abaixo do
recomendado (135). Em outro estudo, eles também observaram efeitos citotoxicos do glifosato
em células HK-2 expostas por 24 horas em concentracfes de 20-100 uM e, o namero de
viabilidade celular foi consideravelmente reduzido em concentragdes acima de 40 uM. Além
disso, estendendo os tempos de exposi¢cdo para 36 e 48 horas, observaram que as viabilidades
celulares nas concentragdes de 40 e 60 uM eram ainda mais reduzidas (136). Essa diferenca
com o que constatamos nas células tireoidianas poderia estar relacionada a uma sensibilidade
especifica da célula ao composto. Nés demonstramos que, na dose de 65 pg/L ocorreu maior
morte celular do que com maior dose de 6500 pg/L, em ambas as linhagens tireoidianas
(Gréfico 3 e Tabela 3). Esse é um dado relevante, visto que essa € uma dose baixa e que pode
ser encontrada ambientalmente. Um estudo conduzido entre 2016 e 2017 numa populacédo de
horticultores, biomarcadores urinarios de exposicdo ao glifosato encontraram concentracdes de
até 7,4ug/L (137). No Litoral Sul do Rio Grande do Sul no Brasil, foram coletadas amostras de
agua em lavouras de arroz irrigado, canais (de irrigacdo e drenagem) e acudes e, foram
encontradas concentragdes de glifosato a 144 pg/L (138). Em Campeche, no México existe um
uso intenso de glifosato na agricultura mexicana e com isso, foram observadas amostras em
aguas subterraneas, agua potavel engarrafada e urina de agricultores. Na analise, as maiores
concentragOes nas aguas subterraneas foi de 1,42 pg/L e em amostras de urina dos agricultores
foi de 0,47 pg/L (139). Ja foi demonstrado a prevaléncia de glifosato em alimentos como,
laticinios, carnes, frutas, legumes e grdos. Em geral, as maiores concentragdes em alimentos
individuais variavam de 0,15 ppm (equivalente a 150 ug/L) a 13 ppm (equivalente a 13000
pg/L), sendo este altimo encontrados em leguminosas. Os valores mais altos de glifosato em
frutas e legumes frescos e em produtos processados foram de 0,085 ppm, igual a 85 ug/L e
0,062 ppm, igual a 62 pg/L, um valor igual ao que usamos (140). Curiosamente, as células da
tireoide podem se adaptar aos efeitos do agrotdxico pois, apos 48 horas, seu efeito no dano

celular diminui claramente. A ativagdo de mecanismos de reparo celular pode ser responsavel
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pelo controle de danos (141, 142). De fato, usando Anguilla anguilla como modelo de
exposicdo, Marques A et al mostraram que ap06s o 7° e 14° dias, o dano ao DNA desapareceu
(143). Outros mecanismos, incluindo a renovacédo celular, podem justificar a diminuicdo do
numero de mortes celulares observadas ao longo do tempo. Também confirmando nossos
proprios dados, um estudo envolvendo a anélise da toxicidade do glifosato em tecido de guelras
de peixes demonstrou que os danos causados pelo glifosato diminuiram com o aumento do
tempo de exposicao (144). Além disso, o efeito do pesticida pode ser especifico de tecido e/ou
célula. Na verdade, os danos causados pelo Roundup® Transorb em eritrocitos de peixes foram
maiores apos 24 e 96 horas do que ap6s 6 horas de exposi¢do. Porém, nas células branquiais o0s
resultados foram diferentes, com 96 horas ndo houve muitos danos, mas uma grande destruicéo
foi observada apds 24 horas de exposicdo (145). Outra questdo importante é que diferentes
adjuvantes adicionados aos muitos herbicidas derivados de glifosato disponiveis
comercialmente, podem produzir efeitos diferentes, aumentando ou, atenuando o efeito do
composto. Benachour et al mostraram que 0 Roundup® em células derivadas de embribes
humanos e placentas humanas manifestaram maior citotoxicidade dependente do tempo e da
dose, além de um efeito mais potente no Roundup® do que no composto de glifosato puro
(146). Em relagdo ao nosso trabalho, mais estudos sdo necesséarios para demonstrar nossa
hipo6tese pois, 0os meios de modulacdo do reparo de DNA por herbicidas ainda ndo sdo bem
compreendidos.

Para confirmar os efeitos na viabilidade e proliferacdo celular, utilizamos o ensaio
de CCK-8. A atividade metabdlica das células viaveis das linhagens Nthy-ori 3-1 e TPC-1
foram levemente reduzidas em 24 e 48 horas, em algumas concentra¢des. Além disso, Nnossos
achados demonstram que o Roundup® induziu a proliferacdo celular. Obtivemos duas
concentracdes em ambos 0s tempos e linhagens que levou a um aumento, chegando a superar
0s 100% de nas células viaveis, principalmente na linhagem TPC-1 proveniente de carcinoma
papilifero (Gréafico 6). Isso sugere um possivel estimulo a proliferacdo celular por parte do
quimico, fato ja registrado na literatura. Diversos estudos indicam que concentracGes baixas de
glifosato estimulam efetivamente a proliferacdo celular, especialmente em células ja instaveis
e com forte proliferacdo, como as células tumorais. De forma similar aos nossos achados, um
estudo com células HepG2 (cancer de figado humano) tratadas com glifosato observou um
aumento da proliferacéo celular apos 4 horas de tratamento em doses como IDA e REL (nivel
de exposicao residencial), cerca de 9 e 8% de aumento, respectivamente (141). O interessante
deste trabalho, é que também utilizaram doses do cotidiano e, de modo similar ao que nds

observamos na linhagem TPC-1, uma das doses que induziram proliferacdo também foi a IDA.
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Ja& foi relatado em células de cancer de mama e adenocarcinoma que o glifosato e alguns
herbicidas a base de glifosato, promoveram uma proliferagdo celular (147). Lin e Garry,
relataram também em células de cancer de mama, que o glifosato e 0 Roundup® induziram
proliferacdo celular (135 + 3,5 € 126 + 5,1), respectivamente (148). Estudos in vitro mostraram
resultados semelhantes com efeitos proliferativos em células cancerosas endometriais (HEC1A)
expostas ao glifosato (149). A TPC-1 por ser uma linhagem proveniente de carcinoma papilifero
de tireoide, apresenta mutacdes, como RET/PTC, que conferem maior resisténcia a apoptose e
morte celular (7, 13). Isso pode explicar a maior taxa de proliferacdo que observamos nas
células TPC-1 em comparacdo com a linhagem celular Nthy-ori 3-1, especialmente em 24 horas
(Tabela 6). Os dados epidemioldgicos podem ser explicados, pelo menos em parte, por esse
efeito proliferativo. De fato, pequenos carcinomas de tireoide sdo frequentemente encontrados
em autopsias, e a maioria deles é considerada indolente (44). Nossa hipotese é que a exposicao
a desreguladores enddcrinos contribui para a progressao dessas pequenas lesdes, contribuindo
para 0 aumento dramatico nas taxas de incidéncia de cancer de tireoide, paralela ao aumento
nas taxas de uso de herbicidas a base de glifosato.

Vale lembrar que esses resultados séo relativos a tempos de exposicdo de curta-
duracgéo ao Roundup® Original DI, como na maioria dos estudos envolvendo essa substancia.
Pode ser que uma exposicado a doses repetidas do quimico em intervalos de tempo maiores, leve
a um efeito cumulativo com consequéncias distintas. Estudo realizado com ratos expostos a
doses de 10 mg/Kg de glifosato 3 vezes na semana durante 20 dias observou efeito toxico do
quimico no tecido hepético, com inducéo de estresse oxidativo e ativacdo de vias de apoptose
(150).

Em resumo, o risco de cancer com o uso do glifosato em humanos ainda nao é
conclusivo e, embora a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer da Organizacao
Mundial da Saude tenha estabelecido o glifosato como um provavel carcindgeno humano (151),
a European Food Safety Authority (EFSA) concluiu que o herbicida ndo prova ser cancerigeno
ou mutagénico (152). Nossos dados parecem apoiar esta afirmagdo sobre o Roundup® Original
DI, embora destaquemos a importancia de estudar com muito cuidado as implicagdes dos co-
formulantes no pesticida (153). Além disso, outras evidéncias epidemioldgicas sdo de extrema
necessidade para avaliar os potenciais efeitos adversos do glifosato e dos HBGs em algumas
populacbes humanas sensiveis como, em criangas e individuos com doencas benignas da

tireoide.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, foram avaliados os efeitos citotoxicos sobre as linhagens
celulares tireoidianas Nthy-ori 3-1 e TPC-1, bem como a inducdo de proliferacdo celular do
herbicida Roundup® Original DI.

As linhagens da tireoide expostas ao Roundup® apresentam uma curva dose-
resposta ndo monotonica, caracteristica de desregulador enddcrino. Concentragfes baixas do
herbicida, tidas como aceitaveis, como AOEL e IDA causam morte celular, mas também exerce
um efeito proliferativo, especialmente nas células TPC-1 provenientes de carcinoma papilifero

de tireoide.
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