1. TITULO
“Estudo da Citotoxicidade do Glifosato sobre Linhagens Celulares Tireoidianas”
2. RESUMO

A glandula tireoide ¢ um dos componentes mais importantes do sistema enddcrino. E
responsavel pela producdo de Tiroxina (T4) e de Triiodotironina (T3) e, entre suas
funcdes, estdo o controle da homeostasia e a regulagcdo do consumo de energia por todo
0 organismo em diversas fases do desenvolvimento. Contudo, substancias quimicas
denominadas desreguladores enddcrinos estdo presentes em uma grande variedade de
compostos ambientais e podem interferir no funcionamento da glandula. Nesse grupo,
destaca-se o glifosato, um potente herbicida organofosforado que é um dos agrotoxicos
mais utilizados no mundo. Nesse estudo, foi analisado se essa substancia apresenta
citotoxicidade e se é capaz de interferir na viabilidade das linhagens celulares tireoidianas
Nthy-ori 3-1 e TPC-1. Para isso, foram realizados os ensaios Azul de Tripan e Cell
Counting Kit-8 (CCK-8). As linhagens foram estudadas apos 24h e 48h de exposicéo a
cinco concentracdes diferentes de glifosato e os resultados foram comparados com 0s
obtidos no grupo controle, composto pelas células ndo expostas ao quimico. No teste Azul
de Tripan, a linhagem Nthy-ori 3-1 ndo ultrapassou 55% de morte nas condicGes de
analise; a linhagem TPC-1, por sua vez, teve porcentagens de mortalidade maiores.
Contudo, nas duas linhagens, as porcentagens de morte no grupo experimental foram
muito parecidas com os resultados obtidos no grupo controle. No ensaio CCK-8, as altas
taxas de viabilidade celular obtidas confirmaram que o glifosato ndo foi citotoxico as

células nos tempos de exposicdo e concentragdes estudados.
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3. INTRODUCAO

3.1 Glandula Tireoide

A Glandula Tireoide é a maior glandula enddcrina do corpo humano e esta envolvida
na manutencdo da homeostasia e na regulacdo do consumo de energia. Os hormdnios
produzidos e secretados por ela sdo principalmente a triiodotironina (T3) e a tiroxina (T4),
0s quais possuem papel fundamental no controle do metabolismo e na atividade celular
em multiplos érgédos-alvo [1].

Para realizarem sua funcéo primordial, os horménios tireoidianos atuam aumentando
0 numero de mitocondrias nas células, a velocidade de captacdo de glicose, o fluxo

sanguineo e a motilidade do TGI [2]. Contudo, para exercer seu papel bioldgico



adequadamente, a tireoide necessita da regulacdo da sintese e da produgdo de seus
hormdnios através do eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide e, também, da integragcdo com o
meio-ambiente [1,3].

E importante entender o funcionamento desse 6rgdo dado sua importancia clinica.
Disfungdes hormonais tireoide dependentes sdo frequentes e o cancer de tireoide é a
neoplasia enddcrina mais comum [1,4]. No Brasil, em 2020, foram estimados no pais
cerca de 13.780 casos de neoplasias na glandula, 1830 em homens e 11.950 em mulheres
[4]. Estuda-se hoje a possibilidade de desreguladores enddcrinos, tal como o glifosato,

estarem envolvidos no desenvolvimento desse tipo de cancer [5].

3.2 Desreguladores Enddcrinos

Diversas substancias, naturais ou artificiais, presentes no meio ambiente e no ambiente
de trabalho, podem interferir no sistema endocrino levando a efeitos adversos a satde da
populacdo em geral. Quando esses agentes afetam o funcionamento do sistema enddcrino-
metabolico sdo denominados desreguladores enddcrinos (DES) [6,7]. Alguns sao
considerados citotdxicos e funcionam mimetizando ligantes dos receptores endocrinos.
Eles podem provocar a ativacdo ou inativacdo desses receptores, modificar a metilacéo
de DNA e mudar a sensibilizacdo hormonal. Assim, influenciam diversos aspectos da
viabilidade celular [8,9].

Os agrotoxicos constituem o principal grupo de desreguladores endocrinos. Nesta
classe, destacam-se os herbicidas, sendo o glifosato o mais utilizado no mundo, os
inseticidas, como o DDT e o carbaril, além dos fungicidas, como o maneb. Substancias
como as bifenilas policloradas, as dibenzodioxinas, os alquilfendis e o bisfenol A também
tém sido referidas como passiveis de interacdo com o sistema endocrino [7,9].

A glandula tireoide costuma ser frequentemente relatada como um dos principais
orgaos endocrinos a sofrer desregulacdo [10]. Muitos desses produtos podem afetar sua
atividade em diversas fases da vida, contribuindo para o aparecimento de tumores. O
sistema de captacdo de iodo, a producdo de horménios tireoidianos e a ativacdo de
receptores celulares podem ser alteradas por essas substancias, levando a um
comprometimento da integridade, da proliferacdo e das funcdes das células tireoidianas
[11].

3.3 Glifosato
O glifosato é um desregulador enddcrino representante dos aminoacidos fosfonados.

Atualmente, € um componente ativo de formulagdes conhecidas como herbicidas a base



de glifosato (HBG), que estdo entre os principais agrotoxicos do mundo, sendo usados
hoje em 140 paises [12].

Devido ao seu grande uso nos mais variados setores da agricultura e ambientes
urbanos, o HBG tem sido amplamente difundido no meio ambiente. Desde o final dos
anos 1970, o volume de HBG aplicado aumentou cerca de 100 vezes e varios relatérios
afirmam que niveis residuais de glifosato podem ser encontrados amplamente no solo,
alimentos, ar e agua, bem como no soro humano, leite materno e urina [12].
Consequentemente, ha uma preocupacdo crescente com 0s danos que esses compostos
podem causar a saude humana [13].

Por ter sido associado a inducdo de distarbios metabdlicos, danos no DNA e estresse
oxidativo, em 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer da OMS reclassificou
os HBG como “provavelmente cancerigenos para humanos” [6,14]. Além disso, estuda-
se a capacidade de determinadas doses do glifosato interferir nas vias de sinalizagédo
enddcrina, perturbar a sintese de horménios enddgenos e prejudicar a sobrevivéncia das
celulas produtoras dessas substancias [12,15].

Sobre os efeitos citotoxicos desse produto em linhagens celulares humanas, foi
descrito que exposicdo a herbicidas a base de glifosato, em doses consideradas nao
toxicas, induzem lesGes no material genético e levam a ativacdo de caspases em celulas
de hepatoma humano (HepG2) [16,17]. Além disso, ja se demonstrou que o glifosato é
capaz de induzir morte em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) e de carcinoma
alveolar (A549) através de mecanismos envolvendo estresse oxidativo, apoptose e
autofagia [17,18]. Contudo, ainda sdo escassos 0s estudos que se aprofundam nos efeitos

do glifosato sobre as células do sistema endocrino.

3.4 Glifosato e a Glandula Tireoide

O glifosato pode interferir na acdo da glandula tireoide. Um recente estudo
epidemiologico evidenciou que ha correlacdo entre a maior incidéncia de cancer de
tireoide nos Estados Unidos nas Gltimas duas décadas e o aumento do uso de glifosato
nos cultivos de milho e soja do pais [14]. Um estudo cruzado de amostras de soro de
trabalhadores de estufas expostos a pesticidas mostrou que os niveis de T4 e T3 foram
reduzidos, e os niveis de TSH aumentaram do inicio ao final da temporada de
pulverizagdo [19]. Além disso, em um estudo transversal com residentes de fazendas no
Brasil, o total de anos de vida de exposicao ao glifosato e outros agrotoxicos foi associado

ao aumento do TSH e diminuigédo do FT4 entre homens [20]. Contudo, ainda sao escassos



os dados na literatura que se referem aos efeitos do glifosato nas células da glandula. Por
isso, 0 objetivo principal dessa pesquisa foi analisar possiveis efeitos citotdxicos do

glifosato em duas nas linhagens celulares bem representativas da tireoide.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 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
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
vérias propriedades e fungdes. A linhagem TPC-1 foi cedida pelo Prof. Dr. VValdemar de
Jesus Conde Méaximo, do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade
do Porto, Portugal (IPATIMUP) com o qual temos parceria e a Nthy-ori 3-1 foi
comercializada pela Sigma-Aldrich. As células tireoidianas 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 dioxido de carbono (CO2) [21,22]. As células foram expostas ao glifosato
(Roundup Original DI®) apo6s chegarem a uma confluéncia de 80%. As celulas nao

expostas constituiram o controle dos experimentos.

4.2 Glifosato

Foi utilizado o glifosato (Roundup Original DI®) (Monsanto) em linhagens celulares
tireoidianas (TPC1 e Nthy-ori 3-1) com exposic¢Ges nos tempos 24h e 48h. Para isso, as
células foram cultivadas em placas de cultura de 12 pocos (3,7x1074/po¢o) e incubadas
por 24h para adesdo celular. Foram preparadas cinco concentracbes diferentes de
glifosato (Roundup Original DI®) em agua Milli-Q® (Merck Group), que variaram de
6,5 ng/L a 6500 pg/L baseadas em estudo anterior [23]. Dentre essas cinco concentracoes,
foram testadas doses como AOEL (Nivel Aceitavel de Exposicdo Ocupacional) e IDA
(Ingestdo Diaria Aceitavel), presentes na Nota Técnica (Processo n° 25351.056754/2013-
17) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [24], que correspondem respectivamente
a 160 pg/L e 830 pg/L. O meio de cultura inicial foi renovado antes de as células serem
expostas ao quimico. Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica e

biol6gica.

4.3 Teste Azul de Tripan



Utilizou-se o Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich) para a contagem de células
mortas por concentracdo nos determinados periodos de exposicdo (24 e 48 horas). Foi
feita uma diluicdo 1:1 da suspensao de células tratadas e uma solucdo de Azul de Tripan.
Tal solucdo foi homogeneizada e dela se retirou uma aliquota no total de 10ul para a
realizacdo do célculo de células mortas pelo contador automatico de células Countess®
Il FL (Thermo Fisher Scientific).

4.4 Ensaio Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

A andlise 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. Apos os tempos previstos de exposicdo ao glifosato (24h e 48h), adicionou-se
10 pl da solugdo de CCK-8, contendo o WST-8 (Water Soluble Tetrazolium Salts), em
cada poco das placas de cultura celular. 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) e o controle negativo, correspondente
aos resultados obtidos nas células ndo expostas ao quimico, foi designado como 100% de
atividade de desidrogenases. A absorvancia propria do meio de cultura também foi levada

em consideracdo na interpretacdo dos resultados.

5. ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Conforme definido na Resolucdo CNS n.° 466/12, devem ser submetidas a apreciagdo
do Sistema CEP/CONEP as pesquisas envolvendo seres humanos. Nao é o caso desse
estudo, que utilizou como modelos experimentais apenas linhagens celulares tireoidianas.

Estamos a disposicdo para enviar a dispensa conferida pelo comité caso necessario.

6. RESULTADOS
6.1 Avaliacdo da Viabilidade Celular por Azul de Tripan

6.1.1 Linhagem Nthy-ori 3-1

Os resultados obtidos referentes a essa linhagem estdo expostos no Grafico 1a. Nas
células expostas ao glifosato por 24 horas, obteve-se um total de 49% de morte na menor
concentracdo analisada (6,5 pg/L) e 53% de morte na maior concentracdo (6500 pg/L),
que foi o maior resultado encontrado. Em 65 pug/L, foi obtida a menor mortalidade: 34%.

A taxa de morte das células analisadas ap6s 48 horas foi menor do que nas analisadas

ap0s 24 horas. Nas células expostas ao glifosato por 48 horas, obteve-se um total de 27%



de morte na maior concentracdo analisada (6500 pg/L) e 14% de morte na menor
concentracdo (6,5 pg/L), que foi o menor valor representado no Gréfico la.

Em ambos os intervalos de tempo, os resultados obtidos nas doses correspondentes
a IDA e ao AOEL néo se destacaram em relacdo as demais. Além disso, ndo houve uma
diferenca significativa na morte das células expostas e ndo expostas ao glifosato em seus
respectivos periodos de andlise.
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Gréfico 1la: Resultados do teste Azul de Tripan realizado na
Linhagem Nthy-ori 3-1

6.1.2 Linhagem TPC-1

Os resultados obtidos referentes a essa linhagem estdo expostos no Grafico 1b.
Quando se analisa os valores referentes a 24 horas de exposi¢édo, percebe-se que ha 63%
de morte celular na menor concentragédo analisada (6,5 pg/L) e 67% de morte na maior
(6500 pg/L). Nesse periodo, o menor resultado obtido foi 58% de mortalidade, nas
concentracdes 160 pg/L (AOEL) e 830 ug/L (IDA); e a maior foi 71% de mortalidade,
em 65 pg/L. Além disso, em 24 horas, a mortalidade do grupo controle foi o menor valor
obtido (55%), apesar desse resultado se manter préximo da porcentagem de células
mortas que foram células expostas ao quimico nas concentracoes permitidas pela Anvisa.

Em relacdo a exposicdo ao glifosato por 48 horas, obteve-se um total de 17% de
morte na menor concentracdo e 15% de morte na maior, que correspondeu a menor
mortalidade. A maior porcentagem de células mortas foi 31%, novamente em 65 pg/L.
Houve uma queda na morte em todas as cinco concentragdes. Ademais, 0s resultados

permaneceram préximos da média dos valores obtidos para o controle do experimento.



Ao comparar os resultados referentes a ambas as linhagens, percebe-se que em 24
horas de exposicdo a mortalidade das células TPC-1 foi maior do que a das células Nthy-
ori 3-1. J4 em 48 horas, a taxa de morte nas duas linhagens foi parecida. Ademais, 0s
resultados de nenhum dos dois graficos expostos foram lineares e crescentes. As taxas de
mortalidade variaram entre as concentracdes, de maneira que foi possivel observar taxas
mais altas de morte celular também nas pequenas concentracdes estudadas. E, no geral,

houve maior nimero de morte celular apds 24 horas de exposicao do que apds 48 horas.

Linhagem TPC-1
80%

60%

40%
20% I\ I\ I|

Controle 6,5 65 160 830 6500
Concentragoes Roundup Original DI® (ug/L)
H 24 horas MW48horas

% de Células Mortas

Gréfico 1b: Resultados do Teste Azul de Tripan na Linhagem TPC-1

6.2 Ensaio Cell-Counting Kit-8 (CCK-8)

6.2.1 Linhagem Nthy-ori 3-1

Em relacdo as células da linhagem Nthy-ori 3-1 expostas ao glifosato por 24 horas,
0s resultados expostos no Gréafico 2a evidenciaram que a citotoxicidade do glifosato nas
concentracdes estudadas foi minima. Isso porque obteve-se um total de 77% de
viabilidade na menor concentracdo analisada (6,5 png/L) e 108% de células viaveis na
maior (6500 pg/L). O menor valor obtido foi 73%, em 830 pg/L; e o maior foi 113% em
65 po/L.

Por sua vez, os resultados referentes as células expostas ao quimico por 48 horas
foram parecidos, apesar de ndo ter sido atingido 100% de células viaveis em nenhuma
das concentracBes. Nesse intervalo de tempo, os resultados tenderam a manter uma
constancia maior, como podemos ver na curva azul do Grafico 2a, que quase forma uma
reta. Os resultados mostraram 93% de viabilidade na menor concentragéo estudada e 97%
de células viaveis na maior. As porcentagens variaram de 87%, em 830 ug/L, a 97% em
65 ug/L.



N&o se pode afirmar pelos resultados que ha uma relacdo de proporcionalidade entre
0 tempo de exposicdo e a concentracdo do quimico com a citotoxicidade do glifosato na
linhagem Nthy-ori 3-1. Também, como todos os valores obtidos foram acima de 70% e
alguns ultrapassaram 100%, a linhagem suportou bem a presenca do quimico, a ponto de
ela conseguir permanecer viva, crescer e se multiplicar até melhor do que a parte da
linhagem n&o exposta.
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Gréfico 2a: Resultados do Ensaio CCK-8 na Linhagem Nthy-ori 3-1

6.2.2 Linhagem TPC-1

Como demonstra o grafico 2b, as células da linhagem TPC-1 expostas ao glifosato
por 24 horas tiveram alta taxa de sobrevivéncia. Obteve-se 92% de viabilidade na maior
concentracdo analisada (6500 pg/L). Na menor concentracéo a que a linhagem foi exposta
(6,5 pg/L), observou-se a maior porcentagem de celulas vidveis: 108%. O menor
resultado foi 91%, em 160 pg/L.

Em exposicdo de 48 horas, a citotoxicidade do glifosato também foi baixa, posto que
0 menor resultado foi de 93% de células viaveis, em 160 pg/L. Na menor concentracao
estudada (6,5 pg/L), a porcentagem obtida foi a maior do ensaio: 106%. Na maior (6500
Mg/L), a taxa de viabilidade chegou a 100%.

Em ambos os intervalos de tempo, a menor porcentagem de células viaveis se deu
em 160 ug/L; e a maior, em 6,5 pg/L. Esse achado difere do encontrado para a linhagem
Nthy-ori 3-1. Contudo, assim como demonstraram o0s resultados para estas células
linhagem, a analise da linhagem TPC-1 também ndo permite afirmar que o aumento da
concentracdo do glifosato e do tempo de exposicdo a ele causa aumento da sua

citotoxicidade nas condicGes deste estudo. Isso é refor¢ado pelo fato de que no Grafico



2b, as linhas referentes as Médias 24h e 48h quase se sobrepdem, havendo uma pequena

diferenca apenas nas duas ultimas concentracdes analisadas.
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Grafico 2b: Resultados do Ensaio CCK-8 na Linhagem TPC-1

6.3 Analise Morfologica das Células

Enquanto as celulas cresciam nas placas e iam sendo expostas ao glifosato foi
realizado uma analise qualitativa de suas morfologias no microscopio optico com lente
de aumento de 10X. Observou-se a presenca de debris celulares e de células pequenas e
sem brilho, que pareceram estar no fim do processo de apoptose. Contudo, ndo se pode
afirmar com certeza que essas alteragdes foram causadas pela exposi¢do ao quimico,
posto que em pequenas quantidades elas sdo proprias de processos fisioldgicos intrinsecos
as células.

Também foi possivel observar proliferacdo celular, que foi mais aparente nas células
expostas a menores concentracbes de glifosato. Todavia, no geral, as alteracbes
morfologicas observadas em ambas as linhagens e tempos de exposicdo ndo foram

expressivas.

7. DISCUSSAO

Diversos artigos tém proposto que os DES desafiam 0s conceitos tradicionais de
toxicologia, em particular o dogma de “a dose faz o veneno”, porque eles podem provocar
efeitos em baixas doses que ndo sdo observados em doses maiores. Com o envolvimento
cada vez maior dos cientistas e dos endocrinologistas clinicos na pesquisa e na préatica
dos DES, as evidéncias relativas aos efeitos de doses baixas do glifosato estdo
progressivamente aumentando [25,26]. Isso significa que ndo se espera dessa substancia

uma curva dose-resposta monotonica, na qual doses mais elevadas tém efeito maior do



que doses mais baixas. Ao contrério, o glifosato possivelmente apresenta uma curva dose-
reposta ndo-monotonica [25]. Nesse caso, como observado nos resultados da pesquisa,
doses baixas e intermediarias podem produzir efeitos maiores que doses altas.

Esse tipo de resposta é uma das caracteristicas dos DES e uma das maiores
dificuldades em seu entendimento [26]. No presente estudo, em especial nos testes
realizados com o Azul de Tripan, as maiores taxas de mortalidade das linhagens celulares
foram obtidas em sua maioria em baixas concentracdes. Merece um destaque 0s
resultados obtidos na segunda menor concentracdo 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 concentragdo apos 48 horas de exposicéo.

Nesse sentido, nosso estudo sugere que o glifosato pode ter um efeito maior sobre as
linhagens celulares em baixas doses, apresentando uma resposta nao-monotonica.
Resultados como esse sdo interessantes porque doses pequenas do quimico séo
comumente observadas no ambiente. Em um estudo conduzido entre 2016 e 2017 numa
populacdo de horticultores, biomarcadores urinarios de exposicdo ao glifosato
encontraram concentragdes de até 7,4ug/L [27]. Em plantacdes de arroz no Sul do Brasil,
foram encontradas concentracdes de glifosato entre 13 e 144 pg/L [28]. Também, em um
riacho localizado em Pelotas, cidade do Estado do Rio Grande do Sul, foram aferidas
concentragdes de glifosato proximas a 100 pg/L [29].

Outro resultado interessante observado foi a percepcdo de que os efeitos do herbicida
a base de glifosato foram mais pronunciados apds 24 horas de exposicdo. Em 48 horas,
houve uma queda de mortalidade em todas as cinco concentracdes analisadas. Com base
nesses dados, pode-se afirmar que, no geral, houve maior nimero de morte celular apos
24 horas de exposi¢do do que apds 48 horas.

Uma hipotese € de que, apds 48 horas, a ativacdo dos mecanismos de reparo de erros
do genoma que podem ter sido causados pelo glifosato resultou na maior sobrevivéncia
das células [30]. Em paralelo, um projeto envolvendo a analise da toxicidade do glifosato
em tecido das branquias de peixes, observou também que o0s danos causados pelo
glifosato foram diminuindo conforme o tempo de exposi¢cdo ao quimico aumentava.
Nesse estudo, essa variacdo temporal foi explicada pelos niveis reduzidos do pesticida no
tecido em analise, combinados com a intervengdo do sistema de reparo do DNA e do

turnover celular [31].



Contudo, neste projeto realizado com peixes, as analises demonstraram que o
glifosato foi toxico aos tecidos analisados, promovendo dano ao DNA e estresse oxidativo
nas celulas [31]. Esses resultados vdo de encontro com 0s obtidos no nosso projeto.
Apesar dos resultados obtidos nos dois experimentos realizados parecerem diferentes a
primeira vista, tanto o teste Azul de Tripan quanto o ensaio CCK-8 demonstram que o
glifosato ndo foi citotdxico as linhagens analisadas nas concentragGes 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, no ensaio CCK-8, tido na literatura como teste mais sensivel para a
analise da citotoxicicidade de produtos quimicos, a viabilidade das células expostas ao
quimico em comparacdo com a Vviabilidade das células ndo expostas foi
consideravelmente alta [32]. Considera-se que um produto é considerado citotdxico se a
viabilidade das células expostas a ele for reduzida a 70% [33]. Como todos os resultados
obtidos no ensaio foram acima desse valor, pode-se concluir que as linhagens estudadas
parecem suportar bem a presenca do quimico nas condi¢cdes do experimento, a ponto de
ele ndo interferir significativamente em sua viabilidade.

E interessante notar também que em algumas concentragdes a viabilidade das células
chegou a superar 100%, principalmente na linhagem TPC-1, proveniente de carcinoma
papilifero. Isso sugere um possivel estimulo a proliferacdo celular por parte do quimico,
fato ja registrado na literatura. Estudos realizados com linhagens celulares provenientes
de carcinoma hepatocelular (HEPG2), coriocarcinoma humano (JEG3) e celulas
embrionarias (HEK293) indicaram que concentracBes baixas de glifosato estimulam
efetivamente a proliferacdo celular, especialmente em células ja instaveis e com forte
proliferacdo, como as células tumorais [34,35]. Tal correlacdo parece explicar a diferenca,
ainda que pequena, dos resultados do ensaio CCK-8 entre as duas linhagens analisadas,
posto que, no geral, a viabilidade da linhagem Nthy-ori 3-1 foi menor.

Vale lembrar que esses resultados sao relativos a tempos de exposicdo ao glifosato
de curta-duracdo, como a maioria dos estudos envolvendo essa substancia. Pode ser que
uma exposicao a doses repetidas do quimico em intervalos de tempo maiores leve a um
efeito cumulativo com consequéncias distintas. Poucos sdo as pesquisas ja feitas
envolvendo linhagens celulares humanas que adotam essa metodologia. Mas um estudo

realizado com ratos expos 0s animais a doses de 10 mg/Kg de glifosato 3 vezes na semana



durante 20 dias e observou no tecido hepatico efeito toxico do quimico, que foi capaz de

induzir estresse oxidativo nas células e ativar vias de apoptose [36].
8. CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados sugerem que o glifosato (Roundup Original DI®)
ndo é citotdxico as linhagens celulares TPC-1 e Nthy-ori 3-1 nos tempos de exposicédo e
concentragdes analisadas, como indicado pelas altas taxas de viabilidade celular no ensaio
CCK-8 e pela semelhanca das taxas de mortalidade obtidas entre os grupos experimentais
e 0s grupos controle no teste Azul de Tripan. As células pareceram suportar bem a

presenca do quimico inclusive nas concentrac@es permitidas pela Anvisa (IDA e AOEL).
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