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INTRODUGAO:

A Glandula Tireoide é a maior glandula endécrina do corpo humano e esta envolvida na
manutencéo da homeostasia e na regulacdo do consumo de energia. Os horménios produzidos e
secretados por ela séo principalmente a triiodotironina (T3) e atiroxina (T4), os quais possuem papel
fundamental no controle do metabolismo e na atividade celular em multiplos 6rgaos-alvo. Contudo,
substancias quimicas denominadas desreguladores enddcrinos estdo presentes em uma grande
variedade de compostos ambientais e podem interferir no funcionamento da glandula. Essas
substancias podem provocar a ativacdo ou inativacdo de receptores enddcrinos, modificar a
metilacdo de DNA e mudar a sensibilizacdo hormonal. Assim, sdo capazes de influenciar diversos
aspectos da viabilidade celular.

Os agrotoéxicos constituem o principal grupo de desreguladores enddcrinos. E, nesta classe,
destacam-se os herbicidas, sendo o glifosato 0 mais utilizado no mundo. Devido ao seu grande uso
nos mais variados setores da agricultura e ambientes urbanos, o quimico tem sido amplamente
difundido no meio ambiente, o que gera uma preocupagdo crescente com os danos que esse
composto pode causar a salde humana. Nesse sentido, estuda-se hoje a capacidade de
determinadas doses do glifosato interferir nas vias de sinalizagcdo enddcrina, perturbar a sintese de
horménios endbdgenos e prejudicar a sobrevivéncia das células produtoras dessas substancias.

Sobre a correlagdo entre o agrotoxico e a Glandula Tireoide, pesquisas epidemioldgicas ja
mostraram relagcdo entre a maior incidéncia de cancer de tireoide nos Estados Unidos e o aumento
do uso de glifosato na agricultura. Também, outros estudos observaram reducéo dos niveis de T3
e T4 no soro de trabalhadores de estufa expostos ao pesticida. Contudo, ainda sédo escassos 0s
dados na literatura que se referem aos efeitos do glifosato nas células da glandula. Por isso, o
objetivo principal desse estudo foi comparar possiveis efeitos citotoxicos do glifosato nas linhagens

celulares tireoidianas Nthy-ori 3-1 e TPC-1.
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METODOLOGIA:

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 com translocacdo RET/PTC e
a Nthy-ori 3-1 um controle para a célula neoplasica ja que se trata de linhagem derivada de células
foliculares tireoidianas normais que mantem varias propriedades e funcées. Elas foram cultivadas
em meio RPMI 1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 1% de
Penicilina- Streptamicina e 250mg/ml de fungizone mantidas em estufa a 37°C com 5% de di6xido
de carbono.

Glifosato

Parte das células foram expostas ao glifosato (Roundup Original DI®) (Monsanto) nos tempos de
24h e 48h. Foram preparadas cinco concentracdes diferentes do quimico, que variaram de 6,5 pg/L
a 6500 pg/L. Dentre essas cinco concentracdes, foram testadas doses como AOEL (Nivel Aceitavel
de Exposicéo Ocupacional) e IDA (Ingestéo Diaria Aceitavel), presentes na Nota Técnica (Processo
n® 25351.056754/2013-17) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que correspondem
respectivamente a 160 pg/L e 830 ug/L. As células ndo expostas constituiram o grupo controle dos
experimentos, que foram todos realizados em triplicata técnica e biologica.

Azul de Tripan

Utilizou-se o Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich) para a contagem de células mortas por
concentracao nos determinados periodos de exposicéo. Foi feita uma diluicdo 1:1 da suspenséo de
células tratadas e uma solucdo de Azul de Tripan. Dessa solucéo retirou-se uma aliquota para a
realizacao do célculo de células mortas pelo Countess® Il FL (Thermo Fisher Scientific).

Ensaio Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

A analise da citotoxicidade foi feita por meio do CCK-8. Foram usadas placas de 96 pocos contendo

100 pl de meio RPMI 1640 completo e que continham cerca de 5000 cells/well. Apds os tempos
previstos de exposicdo ao glifosato, adicionou-se 10 pl da solu¢édo de CCK-8, contendo o WST-8
(Water Soluble Tetrazolium Salts), em cada pogo. Entéo, as placas foram deixadas na estufa por 3
horas e, em seguida, a absorbancia foi medida a 450nm utilizando-se um leitor de microplaca
(ELx808, Biotek, Winooski, VT, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos no teste Azul de Tripan mostraram que a linhagem Nthy-ori 3-1 nao
ultrapassou 55% de morte nas condi¢gbes de analise. A linhagem TPC-1, por sua vez, atingiu
porcentagens de mortalidade maiores no geral, chegando préximo de 70% em 24 horas de
exposicdo. Contudo, nas duas linhagens, as porcentagens de morte no grupo experimental foram
muito parecidas com os resultados obtidos no grupo controle, como representam os Graficos l1a e
1b.
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Outra particularidade observada foi que os resultados ndo evidenciaram uma relagéo entre
0 aumento de concentracdo do glifosato e a diminuigdo da viabilidade celular. Ao contrario do
esperado, as taxas de mortalidade mais elevadas foram obtidas em sua maioria nas baixas doses.
Destacam-se nos Graficos la e 1b os resultados obtidos na segunda menor concentracao
analisada: 65 pg/L de exposicdo ao glifosato. Na linhagem TPC-1, a mortalidade das células foi
maior nessa dose tanto em 24h como em 48h. Na linhagem Nthy-ori 3-1, também se percebeu um
aumento na mortalidade das células nessa concentracdo apés 48 horas de exposi¢do. Ja os
resultados obtidos nas doses correspondentes a IDA e ao AOEL néo se destacaram em relagdo as

demais.
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Gréfico la: Resultado do Teste Azul de Tripan realizado na
Linhagem Nthy-ori 3-1
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Gréafico 1b: Resultado do teste Azul de Tripan realizado na
Linhagem TPC-1

Resultados parecidos ja foram descritos na literatura. Diversos artigos tém proposto que 0s
DES desafiam os conceitos tradicionais de toxicologia, em particular o dogma de “a dose faz o
veneno”, porque eles podem provocar efeitos em baixas doses que nao sao observados em doses
maiores. Isso significa que ndo se espera da substancia estudada uma curva dose-resposta
monotoénica, na qual doses mais elevadas tém efeito maior do que doses mais baixas. Ao contrario,

o glifosato possivelmente apresenta uma curva dose-reposta ndo-monotonica. Resultados como
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esse sao interessantes porque doses pequenas do quimico sdo comumente observadas no
ambiente.

Os resultados obtidos no teste Azul de Tripan também evidenciaram que a mortalidade das
células analisadas ap6s 48 horas foi menor do que nas analisadas ap0s 24 horas em ambas as
linhagens. Em 48 horas, houve uma queda de mortalidade em todas as cinco concentragfes
analisadas tanto no Gréfico 1a quanto no 1b. Uma hip6tese é de que, apds 48 horas, a ativacao
dos mecanismos de reparo de erros do genoma que podem ter sido causados pelo glifosato resultou
na maior sobrevivéncia das células.

Os valores do teste CCK-8, por sua vez, demonstraram que as taxas de viabilidade celular
obtidas em todas as condi¢c6es de analise representadas nos Graficos 2a e 2b foram superiores a
70%. Inclusive, alguns dos valores obtidos, principalmente no ensaio referente a linhagem TPC-1,
foram superiores a 100%. Com isso, tem-se que as linhagens suportaram bem a presenca do
guimico, a ponto de conseguirem permanecer vivas, crescer e se multiplicar até melhor do que o
grupo ndo exposta.

Ensaio CCK-8 (Nthy-ori 3-1)
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Gréfico 2a: Resultado do Ensaio CCK-8 realizado na
Linhagem Nthy-ori 3-1
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" 120
E 100 M
s
> 80

[74]
‘—; 60
g 40
S 20
=

6,5 65 160 830 6500

Concentragdes Roundup Original DI® (ug/L)

=—a—Meédia 24h =—e=Média 48h

Gréfico 2b: Resultado do Ensaio CCK-8 realizado na
Linhagem TPC-1
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Vale acrescentar que enquanto as células cresciam nas placas e iam sendo expostas ao
glifosato foi realizado uma analise qualitativa de suas morfologias no microscépio éptico com lente
de aumento de 10X. No geral, as alteragbes observadas em ambas as linhagens e tempos de
exposi¢cdo ndo foram expressivas. Mas foi possivel observar a presenca de debris celulares e de
células pequenas e sem brilho.

Os resultados das andlises parecem ser diferentes a primeira vista, principalmente os
obtidos no teste Azul de Tripan e no ensaio CCK-8. Contudo, os experimentos demonstraram em
conjunto que o glifosato ndo foi citotdéxico as linhagens analisadas nas concentracbes e tempos
estudados. Isso porque apesar das analises morfoldgicas das células ao microscépio e do teste
Azul de Tripan terem evidenciado a ocorréncia de morte celular, as porcentagens de morte nas
células expostas ao glifosato foram muito parecidas com os resultados obtidos no grupo controle.
Além disso, considera-se que um produto € citotoxico se a viabilidade das células expostas a ele

for reduzida a 70%. No ensaio CCK-8, todos os resultados obtidos foram acima desse valor.

CONCLUSOES:

Em concluséo, nossos resultados sugerem que o glifosato (Roundup Original DI®) néo é
citotéxico as linhagens celulares TPC-1 e Nthy-ori 3-1 nos tempos de exposicao e concentracdes

analisadas.
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