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RESUMO
O ¢lifosato € um herbicida de amplo espectro utilizado nas principais culturas

agricolas. Este agente pode causar contaminacdo ambiental em solos, aguas
superficiais e subterraneas, sendo citado pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Céancer (IARC), como um provavel carcinégeno humano. A p53 é conhecida
como proteina supressora tumoral, atuando como um regulador chave da resposta
celular ao estresse e aos danos ao DNA. Por isso, mutacdes no gene TP53,
codificador da p53, séo alteracdes genéticas comuns encontradas em Varios tipos
de cancer. Entre as diversas formulac¢des do glifosato utilizadas no Rio Grande do
Sul (RS, Brasil) se destaca a de nome comercial Roundup Transorb® (RT).
Considerando o uso intenso do glifosato no RS e a falta de conhecimento dos
efeitos e mecanismos celulares e moleculares desta formulacao, este estudo teve
por objetivo avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade do RT em duas linhagens
celulares de glioblastomas: U87MG (proficiente para p53) e U251MG (mutante para
p53), bem como prospectar as principais proteinas envolvidas a exposicdo ao RT
no sistema nervoso utilizando a Biologia de Sistemas. Também objetivou-se criar
um produto técnico baseado no Ensaio Cometa, a fim de padronizar por meio de
um protocolo audiovisual. Para a avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade o
Ensaio Cometa foi utilizado. Para mineracdo dos dados ferramentas de
bioinformética como o0 STRING 11.0 e STITCH 5.0 foram utilizadas, servindo como
base para o desenho das redes binarias no programa Cytoscape 3.6.0. Das
analises dos testes in vitro verificamos a diminuicéo da viabilidade celular em doses
a partir de 10 ppm, dose considerada segura pela ANVISA e CODEX. Danos ao
DNA foram observados pelo Ensaio Cometa em concentracdes a partir de 10 e 30
ppm para as linhagens U251MG e U87MG, respectivamente. Observou-se também
apoptose tanto em ceélulas proficientes quanto nas mutantes para TP53. A
citotoxicidade e genotoxicidade foram observadas em ambas linhagens celulares
de maneira dose-dependente de RT. A rede gerada com a biologia de sistemas
mostrou que a presenca de p53 € um aliado para a regulacdo de processos
biologicos de regulacdo da apoptose neural. Por fim, o produto técnico
desenvolvido é um protocolo audiovisual do Ensaio Cometa disponivel no canal do
YouTube da Mutagen-Brasil.

Palavras-chave: glifosato, herbicida, neurotoxicidade, carcinégeno.
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1 INTRODUCAO

Os efeitos dos poluentes ambientais, sejam eles na forma de aerossol,
material particulado, insumo quimico agricola, dejeto liquido e sdlido ou expurgo
foram transformando a qualidade do ar, do solo e das aguas, sendo encontrados
residuos destes compostos e subcompostos em toda a cadeia tréfica. Segundo o
Dossié da ABRASCO - Associacdo Brasileira de Saude Coletiva e ABA —
Associacdo Brasileira de Agroecologia (2018), o Brasil € um dos lideres no
consumo de agrotéxicos quando comparado aos demais paises do mundo, sendo
que ha iniUmeras possibilidades de desenvolvimento de um modelo de agricultura
capaz de evitar doencas, tendo em vista sua alta biodiversidade, em especial, de
organismos ecologicamente importantes ao sistema agricola.

Nos ultimos 30 anos, o aperfeicoamento da tecnologia dos produtores rurais
brasileiros conseguiu aumentar significativamente a producéo de cereais. Contudo,
este aumento esta diretamente relacionado com a dependéncia de agrotoxicos e
fertilizantes quimicos de forma a suportar tamanha a demanda por alimentos e
expansao populacional (DECKER, 2015; DUARTE et al., 2022).

O glifosato é o ingrediente ativo da categoria de herbicida mais utilizado no
mundo e o alvo de muitas pesquisas, mesmo assim a sua acao precisa de maior
investigacdo pois ha divergéncias em relacdo a periculosidade de algumas
formulacdes (PINTO et al., 2020; TRAVLOS et al., 2017; WOZNIAK et al., 2017;
DAL BO et al., 2022). Evidéncias tém sido apresentadas em relagdo ao potencial
carcinogénico deste herbicida em estudos com experimentacdo animal (IARC,
2017). Por outro lado, agéncias consideram o glifosato pouco toxico ou improvavel
de causar danos agudos em humanos (ANVISA, 2021), ou concluem que néo
existem riscos ambientais ou ocupacionais (USEPA, 2020).

Contudo, pesquisas vém dando énfase a capacidade do glifosato em causar
efeitos deletérios a saude humana decorrentes da exposi¢cdo continua, o que, de
esta associada a doencas como o cancer, doencas do sistema digestorio,
endocrino e reprodutor, e as neuropatias (MESNAGE et al., 2015, WOZNIAK et al.,
2017; DAL BO et al., 2022). Embora n&o haja consenso sobre a sua toxicidade, a

EFSA (Autoridade Européia para Seguranca Alimentar) orienta que a Dose Diéria
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Aceitavel (ADI) é de 0,5 mg/kg de peso corporal por dia, sendo o Nivel Aceitavel de
Exposicdo Ocupacional (AOEL) € de 0,1 mg/kg de peso corporal por dia, 0s
mesmos parametros adotados pela Nota Técnica 12/2020 (ANVISA, 2020).

Ja para o Codex Alimentarius, o programa conjunto da Organizacdo das
NagOes Unidas para Agricultura e Alimentagdo e da Organizagdo Mundial da
Saude, é considerado o limite méximo de residuos de 20 mg/kg de glifosato em
alimentos, quanto a ANVISA considera seguro 10 mg/kg (ANVISA, 2022), o
equivalente a 10 partes por milh&o.

Estudos sugerem que a exposi¢ao a agrotoxicos, cada vez mais presentes
nos processos produtivos, pode levar a uma diversidade de altera¢des bioquimicas
gque podem estar correlacionadas com a instabilidade genbmica e ao
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (MEGGS, 2003; DE OLIVEIRA
et al., 2019; DUARTE et al., 2022). Além do impacto aos neurdnios, células de
suporte do sistema nervoso, as células da glia, também séo sensiveis a exposi¢cdo
ao glifosato.

Sabe-se gque a exposicdo ocupacional aos pesticidas conduz a danos

oxidativos, aumentando o risco da incidéncia de doenca de Parkinson e doenca de
Alzheimer, por exemplo, e também pode acelerar a neurodegenerac¢ao relacionada
com o envelhecimento (WANG et al.,, 2006; PENG et al., 2007; HAYDEN et al.,
2010). A mistura complexa de defensivos agricolas € muitas vezes baseada em
elementos inorganicos, que tendem a perder elétrons e produzir espécies reativas
de oxigénio, possibilitando a reagdo com o DNA e induzindo a alteragdes no DNA
nuclear e mitocondrial (DE OLIVEIRA et al., 2019).
Além disso, os herbicidas a base de glifosato possuem capacidade de persisténcia
no ambiente, tornando-se poluentes organicos, demonstrando ser desreguladores
enddcrinos em linhagens in vivo, estando envolvidos em tumorigénese da tireoide
(DAL BO et al., 2022)

A exposicao a muitos xenobioticos, incluindo os produtos quimicos agricolas,
compromete a integridade do genoma por meio de dano oxidativo ao DNA (FILHO
et al., 2013; WOZNIAK et al., 2020). O estresse oxidativo gerado, caracterizado por
uma intensa sobrecarga de radicais livres, pode ser nocivo tanto as estruturas
celulares como ao material genético (GOMES, 2007; TELESIL, 2008), fazendo com
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que o processo de eliminacdo de células danificadas entre em desequilibrio,
podendo aumentar o risco de desenvolvimento de tumores (DE OLIVEIRA et al.,
2019). Apesar do aumento do estresse oxidativo, da inducdo de resposta
inflamatoria e da instabilidade gendmica induzida pela exposi¢cao ao glifosato, os
dados referentes a inducdo de cancer sdo controversos (WILLIANS et al., 2000;
REUTERS, 2011; KOLLER et al.,, 2012; DE OLIVEIRA et al.,, 2019). Estudos
apontam que individuos expostos a herbicidas a base de glifosato apresentaram
risco duas vezes maior de desenvolver diferentes tipos de mielomas, um tipo de
cancer de medula 6ssea, do que os ndo-expostos (REUTERS, 2011). Uma
associacdo entre linfoma ndo-Hodgkin e exposicdo a glifosato também foi
observada (IARC, 2017; WOZNIAK et al., 2020). No que se refere a acao
mutagénica do glifosato, aumento das quebras de fita de DNA, na frequéncia de
micronucleos e encurtamento telomérico foram observados em trabalhadores
expostos (revisado em PINTO et al. 2020).

Constitutivamente, os mecanismos de reparo de dano ao DNA lidam com
baixos niveis de lesdo gendmica e minimizam os efeitos prejudiciais de tais
agentes. Contudo, um aumento no dano ao DNA acima do limite, ativa multiplas
vias de sinalizacdo que protegem contra instabilidade gendmica e restringe o
crescimento de células aberrantes em resposta ao estresse genotoxico, sendo a
proteina p53 um componente central destas vias (PIMENTA et al., 2013).

Os testes in vitro sdo métodos alternativos importantes que oferecem varias
vantagens sobre os métodos tradicionais in vivo, incluindo condi¢cdes controladas
do teste, alto nivel de padronizacdo, reducdo na variabilidade entre os
experimentos, auséncia de efeitos sistémicos, baixo custo, pequena quantidade de
material necessario, menor quantidade de residuos téxicos e reducdo da
necessidade do uso de animais (ARAUJO et al., 2014). Os resultados
experimentais sugerem que a andlise de genotoxicidade in vitro pode servir como
um importante indicador dos riscos de exposicdo ocupacional e ambiental aos
agrotéxicos (JAMIL et al., 2004; UNDEGER & BACARAN, 2005; DAS et al., 2007).

Aliados aos experimentos in vitro, alguns modelos in silico tém sido utilizados
com o intuito de investigar o efeito do composto quimico em células/tecidos,

norteando a investigacdo experimental. A Biologia de Sistemas relaciona as partes
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individuais de um sistema através de representacdes gréaficas por conjuntos de nés
e conectores, que se ligam entre si. Os ndés podem representar individuos,
proteinas ou até mesmo genes, enquanto 0s conectores representam ligacdes
entre cada par de nés, essa demonstracao grafica é chamada de rede (POLONI et
al., 2014). As redes podem ser um mecanismo muito Util para o entendimento das
caracteristicas quimicas fundamentais dos processos bioldgicos, pela visualizagcédo
de um pequeno conjunto de dados gerados por meio de experimentos controlados.

Por isso, iremos utilizar essas ferramentas se comunicando entre si.

1.1 Herbicida a base de glifosato na agricultura

Atualmente, inumeros estudos envolvendo patologias, transtornos e
sindromes indicam a forte influéncia da exposicdo quimica ambiental, como a
agroquimicos, desde acontecimentos pré-natais até a vida adulta, além de fatores
como predisposi¢ao genética, etnia, género e estilo de vida (SANCHEZ et al., 2015;
POSAR & VISCONTI, 2017; DE OLIVEIRA et al., 2019). Nisso, vale ressaltar a
importancia das alterac6es promovidas pelo ser humano ao longo das civilizagées,
através da transformacdo do ambiente natural de acordo com as suas
necessidades. O crescimento demogréafico trouxe a expansdo também da
agricultura e da pecuaria extensiva, além de grandes inddstrias como aporte a
populacdo humana (DUARTE et al., 2022).

O glifosato € o ingrediente ativo da categoria herbicida com amplo espectro
utilizado nas principais culturas agricolas (DECKER, 2015; SANCHEZ et al., 2015;
TRAVLOS et al., 2017; DAL BO et al., 2022). Ap6s a aplicacdo, a contaminacéo
humana pode se dar pela via ocupacional, alimentar ou ambiental. Populagbes
expostas a agroquimicos de forma crbnica e aguda podem sofrer um
comprometimento na saude com a manifestacdo de doencas neurodegenerativas
(MEGGS, 2003; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Segundo a ficha técnica da Companhia Ambiental de Sdo Paulo (CETESB,
2022), apos a absorcao do glifosato pela planta-alvo, a degradacao ocorre por
microrganismos presentes na agua e no solo, liberando dioxido de carbono,

possuindo meia-vida de até 130 dias. Apesar da companhia afirmar que nao ha
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bioacumulacdo em organismos aquaticos, estudos tém demonstrado efeitos doses-
dependente da concentracdo em 24 horas (FILHO et al., 2013; SANCHEZ et al.,
2015), inclusive estando presente em diferentes concentracées em alimentos,
aguas subterraneas e urina humana (DAL BO et al., 2022).

Decker (2015) cita que as plantas sao geneticamente tratadas para serem
resistentes ao glifosato com a introdugéo do gene CP4-EPSPS. Segundo dados da
Campanha Permanente contra os agrotoxicos, a area plantada de transgénicos
subiu de 3 para 44,2 milhdes de hectares entre 2003 e 2015. O crescimento
possivelmente possui correlagio com o0 uso de plantas geneticamente
homogéneas, que favorece o aumento de patdgenos e pragas, e 0 uso exacerbado
de agroquimicos, em um ciclo vicioso e epidémico (GASNIER et al., 2009;
DECKER, 2015).

Os herbicidas a base de glifosato lideram, mundialmente, a venda de
agrotoxicos, sendo utilizados como pré e pds emergentes nas culturas (DECKER,
2015). O glifosato é citado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
como sendo um provavel carcinbgeno humano, embora outras agéncias o
considerem pouco provavel de causar cancer (CETESB, 2022), incluindo a propria
ANVISA em sua Nota Técnica 12/2020. Entre as diversas formulac¢des do glifosato
utilizadas no Rio Grande do Sul (RS, Brasil), se destaca a de nome comercial
Roundup Transorb® (RT). Estudos anteriores demonstraram toxicidade sinérgica
em formulac@es a base de glifosato, ou seja, potencializacdo dos efeitos toxicos em
razao da combinacao de mais de uma substancia ou fator, podendo ocasionar dano
mais grave do que isoladamente (BENACHOUR E SERALINI, 2009; DECKER,
2015; KWIATKWSKA et al., 2017; LUACES et al., 2017; DAL BO, 2022).

1.2 Glifosato, herbicidas a base de glifosato e a neurotoxicidade

A eficacia dos herbicidas esta diretamente relacionada a capacidade de
entrar em contato com a planta, por meio da pulverizacdo direcionada, ser
absorvida pela cuticula das suas folhas e, mover-se dentro da planta sem perder
seu efeito toxico até o local de acdo (TRAVLOS et al., 2017). A temperatura do ar,

a intensidade luminosa e a espécie-alvo também séo fatores importantes para a
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eficicia da acdo dos herbicidas, embora a adicdo de adjuvantes/surfactantes seja
cada vez mais necessaria nas formulacbes a base de glifosato. Isso porque a
eficacia contra espécies de plantas consideradas daninhas tem diminuido em
virtude da resisténcia desses organismos ao controle quimico (TRAVLOS et al.,
2017).

As formulagbes sdo desenvolvidas com glifosato nas formas de sal de
potassio, diamonio, isopropilamina, trimetilsul visando, desta forma, melhorar a
penetracdo e a eficacia em ervas daninhas. Porém, independente do surfactante, o
glifosato apresenta potencial téxico o qual pode estar associado ao
desenvolvimento de cancer (FILHO et al.,, 2013). Essas formulacdes tendem a
gerar um processo que modifica a formacdo e o impacto das gotas bem como a
sua retencdo na superficie foliar, espalhando e cobrindo a planta com o produto
(TRAVLOS et al., 2017).

A formulagdo RT utilizada em grande escala no Brasil apresenta formulagéo
com sal de potassio, que confere maior solubilidade em comparacdo ao sal de
isopropilamina (HANSON, 2020). Segundo o fabricante, o produto € ideal para
climas tropicais, tendo em vista sua rapida acdo com menor risco de perda por
chuva ap6s uma hora de aplicacdo. A Fig. 1 apresenta a formulacdo em que o
glifosato com carga negativa fraca juntamente com o sal se liga a uma base com
carga positiva formando o acido de glifosato. No momento da acéo, quem ira se
ligar a enzima alvo da planta é o &cido de glifosato, causando o efeito herbicida,

uma solucdo estavel e soluvel.

OH

HO O Kt
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@) O

Glyphosate-potassium salt

Figura 1 - Formulag&o dos herbicidas a base de glifosato com sal de potéassio.

Fonte: https://ucanr.edu/blogs/blogcore/postdetail.cfm?postnum=25903
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O glifosato € um composto sintético com semelhangas com o grupo funcional
da glicina: um grupo amina e outro, carboxila, ligados ao mesmo atomo de carbono,
conforme verifica-se na composicéo de RT: sal de potassio de N-(fosfometil)glicina,
acido de N-(fosfometil)glicina e outros. O glifosato possui igualmente um grupo
fosfonometil adicionado ao grupo amina da glicina, que confere as propriedades
herbicidas. Ja a glicina € um aminoacido ndo essencial que atua na sintese de
proteinas e desempenha func¢des biolégicas no corpo humano, como por exemplo,
de neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central, tanto por isso que ela é
usada em processos industriais de producdo de farmacos, alimentos e produtos
quimicos. Entretanto, a glicina em certa medida pode acarretar em acdo
neurotéxica, pois resulta na ativacao de receptores glutamatérgicos (COSTA et al.,
2003), estando associada ao desenvolvimento de doencas como Alzheimer,
Parkinson, entre outras (KWIATKOWSKA et al., 2017). Diversos fatores
demonstram que existe um importante papel da ativagdo excessiva dos receptores
glutamatérgicos na inducdo de morte neuronal e neurodegeneracdo. Sabe-se
também que a subclasse de receptores ionotrépicos para glutamato do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA) é a subclasse mais seletiva e efetiva para mediar os danos
neurodegenerativos.

A superativacdo destes receptores acarreta em aumento no influxo de Ca?*
e, hiveis elevados anormais deste ion, sdo responsaveis pelo fenbmeno de
excitotoxicidade glutamatérgica, que leva ao estresse oxidativo, ao dano
mitocondrial e consequente morte celular (FAN et al., 2007; WANG, et al., 2010).
Além do impacto aos neurénios, estudos apontam que as células de suporte do
sistema nervoso, as células da glia, também sdo sensiveis a exposicdo aos
herbicidas a base de glifosato. Szepanowski et al. (2019) observaram aumento no
processo inflamatorio em culturas de células de Schwann expostas a formulacéao a
base de glifosato, sugerindo uma associagdo com as neuropatias desmielinizantes.
Importante destacar que a neurotoxicidade pode ser compreendida pela
capacidade de uma substancia em causar efeito lesivo ao sistema nervoso.
Estudos vém sugerindo que a exposicdo a agrotoxicos pode levar a inUmeras
alteracdes bioquimicas que podem estar associadas a génese de doencas
neurodegenerativas (MEGGS, 2003).
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O Sistema Nervoso Central (SNC) (Fig. 3) possui trés &reas principais:
cérebro, cerebelo e tronco cerebral, com diferentes células e fun¢des importantes.
As células da glia sdo as de suporte do cérebro, sendo que os gliomas sédo as
células que desenvolveram tumores. No presente trabalho, optamos por linhagens
de células de glioblastoma, provenientes de crescimento tumoral de células da glia
chamadas de astrdcitos, para avaliar a neurotoxicidade associada ao RT.

Cérebro

ventriculo lateral

Epifise Hipotalamo

i Pituitanio
3° ventriculo
Cerebelo

4 ventriculo

Tronco cerebral

Medula espinhal r
Crénio

Meninges

American Cancer Society

Figura 3 - Sistema nervoso central e as células da glia. Adaptado de: ONCOGUIA,
2015.
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Importante mencionar que a presenca de radicais livres acontece em
condigdes fisiologicas normais do metabolismo celular aerébio e durante a reducéo
do oxigénio sdo formados intermediarios reativos, como os radicais superoxido,
hidroxiperoxila e hidroxila. Algumas determinadas substancias estimulam o
aumento da producdo dessas moléculas. Em funcdo dos seus elétrons
desemparelhados, os radicais livres podem oxidar compostos como proteinas, DNA
e lipidios ao reduzir seus elétrons, podendo gerar muta¢des que desfavorecem a
regulacédo do ciclo celular, ativando a apoptose (GOMES, 2007; TELESIL, 2008;
DE OLIVEIRA et al., 2019; DAL BO et al., 2022).

1.3 Arelacédo da proteina p53 com RT

Uma proteina que tem um papel importante no ciclo celular é a p53, que é
codificada pelo gene TP53. Esse gene, conhecido como “guardido do genoma”, é
de suma importancia nos processos de carcinogénese, sendo que quando mutado,
€ 0 gene mais frequente em canceres humanos (PIMENTA et al., 2013; SILVA et
al., 2015). Por isso, a p53 é conhecida como supressora tumoral: uma vez
codificada € capaz de induzir a parada do ciclo celular e a apoptose. Entretanto,
herbicidas a base de glifosato sdo capazes de diminuir a expressao do gene TP53,
alterando o padrao de metilacdo deste gene (WOZNIAK et al., 2020), promovendo
a desregulacdo da expressdo génica, afetando a estabilidade do genoma e,
ocasionando desregulacéo endécrina (BENACHOUR E SERALINI, 2009; DAL BO
et al., 2022) entre outros.

Sabe-se que a funcdo da p53 é estendida além do ciclo celular e da
sinalizacdo apoptotica, impactando diversos processos biolégicos adicionais,
incluindo senescéncia, manutencdo do tamanho telomérico, reparo de DNA e
metabolismo, controlando a integridade do genoma diante dos danos celulares.
Além disso, o0 estresse e cofatores de transcricdo podem influenciar a interagédo
direta entre p53 e o reparo de DNA (PIMENTA et al., 2013). Inclusive estudos tém
verificado que o dobramento incorreto da proteina p53 pode ocasionar tanto perda
quanto ganho de fungbes (PETRONILHO et al.,, 2021), afetando o papel

neuroprotetor, estando envolvida em doengas neurodegenerativas como Mal de

18



Parkinson, Alzheimer e esclerose amiotrofica (TAO et al., 2018; PETRONILHO et
al., 2021). A desregulacdo da p53, portanto, € capaz de prejudicar o papel de
regulacdo da apoptose em neurbnios do sistema dopaminérgicos, por exemplo
(TAO et al., 2018).

Existem alguns estudos que abordam a relagéo entre o RT e p53. Mesnage
et al. (2013) mostrou que os adjuvantes etoxilados do Roundup (incluindo o RT)
sao toxicos para as células humanas e podem induzir a morte celular. Os autores
sugerem que o efeito toxico pode estar relacionado a inibicéo da via do p53. Zhang
et al. (2020) demonstrou que o RT pode induzir a morte celular em células
endoteliais do corddo umbilical humano por meio de danos mitocondriais, estresse
do reticulo endoplasmaético e inativacado do gene TP53. Ainda outros autores, como
Sheng et al. (2020) apresentam resultados relacionando o RT a morte celular em
células de cancer de pulmao A549 por meio da ativacao da via da proteina p53.
Assim, diferentes estudos indicam que herbicidas a base de glifosato como a linha
Roundup pode afetar a expressédo do gene supressor tumoral p53 em diferentes
linhagens celulares, sugerindo ainda que este pode induzir morte celular por meio
da inibicdo da via mediada por p53 e induzir estresse oxidativo e inflamagao nessas
células (MESNAGE et al.,, 2017; ZHANG et al., 2019; RICHARD et al., 2020;
GUEDES et al., 2021).

Por isso, neste estudo usamos linhagens celulares proficientes para p53,
executando suas funcbes de maneira esperada, mas também optamos por usar
células deficientes para p53, aquelas que podem ter suas fungdes apresentando
falhas. Desta forma, a avaliagdo da instabilidade genética com linhagens
deficientes em p53 propicia uma avaliacdo de alteracbes em vias metabdlicas,
podendo apresentar resultados diferenciados quanto aos mecanismos envolvidos
na resposta celular a exposicédo ao glifosato comparado as linhagens proficientes

em experimentos in vitro.

1.4 Glifosato e os estudos in vitro

Muitas classes de pesticidas, como o0s herbicidas a base de glifosato, tém

potencial neurotéxico. Culturas de células derivadas de tecido do sistema nervoso
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mostraram ser ferramentas importantes para elucidar os mecanismos celulares e
moleculares do desenvolvimento e da fungdo do sistema nervoso, e tém sido
usadas para entender o0 mecanismo de acdo de produtos quimicos neurotoxicos
(JANG et al., 2014). Estudos in vitro, usando linhagens de células tumorais, tém
sido usadas e fornecem insights relevantes no entendimento da toxicidade de
pesticidas (JIA & MISRA, 2007; MANAS et al., 2009; RICH et al., 2012).

As propriedades genotoxicas com diferentes concentracdes de herbicidas
com glifosato foram investigadas em linhagens derivadas de células humanas,
sendo que os estudos foram positivos para o Ensaio Cometa (WILLIAMS et al.,
2000). Resultados positivos também foram observados em duas linhagens de
células de mamiferos expostas ao glifosato durante 4 horas, em concentracfes de
0,68 - 1,10 mg/mL (células GM38 - células humanas de fibroblasto normais) e 0,80
- 1,10 mg/mL (células HT1080 - células humanas de fibrossarcoma) (MONROY et
al., 2005). Utilizando linfocitos humanos foram encontrados resultados positivos
para o ensaio Cometa, em células expostas ao glifosato em concentracdes de até
580 mg/mL durante 4 h (MLADINIC et al., 2009).

O (glifosato foi testado adicionalmente em linhagens humanas, incluindo
fibrossarcoma, células de hepatoma e queratinécitos, e em todos eles, os efeitos
foram vistos apenas em doses mais elevadas (GEHIN et al., 2005; MONROY et al.,
2005; RICHARD et al., 2005; GASNIER et al., 2009). Alguns resultados mostram
gue a formulacéo de RT €, em geral, mais citotéxica que o glifosato (BENACHOUR
et al., 2007; BENACHOUR E SERALINI, 2009; GASNIER et al., 2009; KOLLER et
al., 2012). Das diversas formulacbes de Roundup, o glifosato estd presente,
servindo de base e sendo adicionado surfactantes de polioxietileno amina (POEA)
e outros em concentracdes particulares (KOLLER et al., 2012).

Kier e Kirkland (2013) apresenta uma revisao sistematica das evidéncias de
genotoxicidade do herbicida glifosato e de suas formulagées comerciais a base de
glifosato. Os autores analisaram 53 estudos publicados na literatura cientifica, que
avaliaram o potencial genotoéxico do glifosato em diversas linhagens celulares e em
diferentes sistemas de teste in vitro e in vivo. Os autores concluem que, embora
alguns estudos apontem para possiveis efeitos genotoxicos do glifosato, a maioria

das evidéncias ndao sugere que o herbicida seja genotéxico ou mutagénico em
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niveis relevantes para a saude humana. Eles destacam, no entanto, que a
genotoxicidade de formulagBes comerciais a base de glifosato pode ser diferente
da do glifosato puro e que a avaliacdo da seguranca dessas formulacdes deve levar
em consideracao suas impurezas e aditivos. Os autores enfatizam que a avaliacao
da genotoxicidade € apenas uma das etapas da avaliacdo toxicolégica de um
produto quimico e que outras informagdes, como a toxicidade aguda e crénica, a
carcinogenicidade, a neurotoxicidade e a ecotoxicidade, também devem ser
consideradas na avaliagao do risco a saude humana e ao meio ambiente.

Wilisenburger (2021), em sua revisdo sobre evidéncias de que o Roundup é
uma causa de linfoma N&o-Hodgkin, cita estudos em que individuos expostos a
pesticidas a base de glifosato tiveram aumento do risco de 41% para o
desenvolvimento deste tipo de linfoma. Uma revisdo publicada no jornal
Carcinogenesis em 2018 apresenta evidéncias cientificas sobre o potencial risco
de cancer associado ao uso de herbicidas a base de glifosato, particularmente apés
a decisdo da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer (IARC) em
classificar o glifosato como "provavelmente carcinogénico para os seres humanos"
em 2015.

O referido artigo examina as possiveis vias biologicas pelas quais o glifosato
pode causar cancer, incluindo sua capacidade de danificar o DNA, perturbar as vias
metabdlicas e imunoldgicas, e aumentar a proliferacédo celular. Os autores também
discutem as politicas publicas relacionadas ao uso de herbicidas a base de
glifosato, incluindo a regulamentacdo e a rotulagem, e abordam as lacunas nas
pesquisas sobre o tema. No geral, o artigo sugere que h& evidéncias suficientes
para justificar preocupacdes sobre o potencial risco de cancer associado ao uso de
herbicidas a base de glifosato, e destaca a importancia de abordar essas
preocupacdes por meio de politicas publicas mais rigorosas e pesquisas adicionais
(Davoren e Schiestl, 2018).

1.5 Biologia de Sistemas

Muitas pesquisas tém associado ferramentas distintas de investigacao para

compreender a complexidade da exposicdo ambiental/ocupacional. Alguns
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modelos in silico, em especial a Biologia de Sistemas, tém contribuido no
entendimento das vias moleculares importantes na resposta a exposicao a
agrotoxicos (DE OLIVEIRA et al. 2019, KAHL et al., 2016).

De Oliveira et al. (2019), utilizaram Biologia de Sistemas em seu estudo
envolvendo a exposicdo a pesticidas. Foi verificado que em Saccharomyces
cerevisiae, a proteina CDK1 ficou em evidéncia na rede, sendo que a mesma pode
atuar na via de sinalizacdo de recrutamento da telomerase, regulando o tempo de
alongamento dos teldbmeros. A exposicdo crbnica a produtos quimicos
cancerigenos tem sido associada a teldomeros alongados, conferindo instabilidade
gendmica, podendo desencadear em processos inflamatérios e de morte celular
(De OLIVEIRA et al., 2019). Interessantemente, Wozniak et al (2020) citam que
formulac6es de Roundup, ndo glifosato isolado, pode alterar o ciclo celular de
células embrionarias de ourico-do-mar devido justamente a ativacéo retardada do
complexo CDK1, agindo a jusante da proteina p53.

Também utilizando a Biologia de Sistemas, Kahl et al. (2016), avaliaram os
bioprocessos oriundos da interacdo entre a exposicdo a mistura complexa de
compostos quimicos de pesticidas utilizados no cultivo do tabaco mais nicotina com
as proteinas associadas a manutencdo do tamanho telomérico em fulmicultores. A
rede proteina-pesticida gerada demonstrou em uma subrede, por exemplo, que a
AKT1 ficou evidenciada. A AKT1 participa da sintese proteica e apoptose, sendo
gue a desregulacdo desta proteina pode atuar degradando e reduzindo os niveis
de p53. Esse processo poderia, entdo, influenciar a ubiquitinacdo das proteinas
teloméricas, aumentando a modificacdo pos-traducional (KAHL et al., 2016).

Desta forma, a compreensao da Biologia de Sistemas é de suma relevancia,
sendo que ela esta atrelada a linguagem chamada de Teoria dos Grafos, que
oferece a possibilidade de abstracbes matematicas necessarias a descricdo dos
diferentes niveis de complexidade de um organismo. Ou seja, o grafo nada mais é
do que um conjunto de nés e linhas que conectam os nés, compondo a base da
Biologia de Sistemas que € uma rede de interagdes (BONATTO, 2014). A Quimio-
biologia de Sistemas, um ramo da Biologia de Sistemas, associa compostos
quimicos (drogas, poluentes, entre outros) a rede de interacdo proteina-proteina.

Ela, da mesma forma, utiliza o formato de interacdo dos nos e vértices, analisando
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a interacdo entre os compostos quimicos e as proteinas, na busca de identificar
nesta interacao os principais alvos proteicos expostos a apenas uma substancia ou
a misturas complexas.

Assim, devido a complexidade, os modelos computacionais ajudam a
entender os mecanismos moleculares e a predizer os impactos de perturbacoes,
tais como exposicdo a xenobidticos, nos sistemas biologicos (FELTES, 2013).
Neste caso, as redes de interagcdo compostos quimicos e proteinas envolvidas na
resposta a exposicdo ao RT, poderéo elucidar os possiveis caminhos moleculares
relacionados ao comprometimento fisiologico dos organismos e auxiliar no
entendimento dos processos bioldgicos envolvidos nas respostas obtidas a partir

dos experimentos in vitro.
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos mostram que a exposicdo a agrotoxicos pode levar a uma
diversidade de alteracdes bioquimicas induzindo o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas. Contudo, os danos e efeitos causados pelo glifosato
associados a outras formulagbes ainda ndo foram totalmente elucidados. O
glifosato € o ingrediente ativo da categoria de herbicida mais utilizado no mundo e
o alvo de muitas pesquisas, mesmo assim ha divergéncias em relacdo a
periculosidade de algumas formulagbes. Evidéncias tém sido apresentadas em
relacédo ao seu potencial carcinogénico, mas agéncias consideram o glifosato pouco
téxico ou improvavel de causar danos agudos em humanos, ou ainda concluem que
nao existem riscos ambientais ou ocupacionais. Portanto, o presente trabalho
busca gerar conhecimento referente aos processos envolvidos na toxicidade celular
e a interacdo das substancias quimicas do Roundup Transorb® - RT, com as
linhagens celulares de glioblastoma, destacando o uso de linhagens proficientes e
mutantes em TP53 - um gene que codifica uma proteina central em varias vias

moleculares, a p53, incluindo ciclo celular e respostas ao estresse celular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as respostas celulares mediadas pela exposi¢éo ao glifosato formulacéo
RT, em linhagens de glioblastoma, mutante e proficiente para p53. Propor, através
da Biologia de Sistemas possiveis vias moleculares associadas a esta exposicao,

levando em consideracéo a presenca/auséncia da p53.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar a viabilidade celular em culturas de células tumorais U251MG
(mutante para p53) e U87MG (proficiente para p53) frente ao efeito do RT;

- Analisar as alteracbes morfolégicas e inducdo de apoptose nas linhagens
estudadas ap0s a exposicao do RT,;

- Avaliar a presenca de dano ao DNA de células tumorais apés exposicdo ao RT;

- Buscar, por meio de ferramentas da Biologia de Sistemas, as interacdes fisicas
diretas ou indiretas existentes entre os compostos presentes na formulacéo do RT
e as proteinas associadas, simulando a presenca/delecédo do gene TP53;

- Propor os provaveis mecanismos envolvidos na resposta a esta exposicdo em
células deficientes e proficientes em p53;

- Elaborar um protocolo audiovisual para a realizacdo do Ensaio Cometa in vitro

(produto técnico).
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4 METODOLOGIA

4.1 Herbicida a base de glifosato: Roundup Transorb

O herbicida a base de glifosato escolhido para o presente estudo foi 0 RT,

conforme a formulag&o abaixo (Fig. 4).

R.%ldup
Transorb' R

Herbicida MONSANTO

Registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA sob n® 09306

COMPOSIGAO:

Sal de Potassio de N-(phosphonomethyl)glycine (GLIFOSATQ)......................588 g/L (58,8 % miv)
Equivalente acido de N- (phosphonomemyl)glycme (GLIFOSATO} vreee...480 g/L (48,0 % miv)
Outros ingredientes.... ?39 g/L (73,9 % miv)

Figura 4 - Composicdo do RT. Informac@es da bula do fabricante.

4.2 Linhagem celular e condig¢des de cultura

Foram utilizadas duas linhagens celulares de glioblastomas U87MG e
U251MG, sendo a primeira proficiente para p53 e a segunda, mutante para p53 —
proteina relacionada com o desenvolvimento precoce de cancer cerebral. A
linhagem celular escolhida trata-se de um tipo celular presente em astrocitomas,
classificado como gliomas de grau IV.

As linhagens foram cedidas pelo Prof. Dr. Guido Lenz da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), adquiridas anteriormente da American
Type Culture Collection (ATCC).

Para a realizacdo do experimento, de acordo com o descrito por Masters &
Stacey (2007) com pequenas modificacbes as ceélulas foram descongeladas e
mantidas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - Gibco),

suplementadas com soro fetal bovino inativado a 10%, glutamina, penicilina 0,2
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mg/mL, estreptomicina e preservadas em frascos de cultura de 25cm® a 37° C em
atmosfera umidificada com 5% de CO2. Para a colheita e estabelecimento da
cultura, as células foram lavadas com tampao fosfato-salino (PBS), pH 7,4 e
incubadas com 0,15% de tripsina — 0,08% EDTA.

As células foram semeadas em meio completo e cultivadas entre 50 e 60%
de confluéncia, dependendo da exposi¢ao, antes do tratamento com a substancia
teste. Todas as linhagens celulares foram testadas regularmente para verificar a
contaminacgao por Mycoplasma utilizando o Mycoplasma Detection Kit Myco Alert
Antibodies (Lonza). Para o experimento, o RT foi diluido em PBS e adicionado ao
meio livre de FBS para atingir as diferentes concentracdes projetadas: 10, 20, 30,
40 ou 50 ppm. Utilizou-se como concentragdes iniciais 10 ppm em virtude do padréao
considerado seguro de limite maximo de residuos de glifosato em alimentos pela

ANVISA e, de 20 ppm, conforme o estabelecido pela Codex Alimentarius.

4.3 Definicdo das concentracdes do glifosato (Roundup Transorb®)

Com base nos dados da literatura (KOLLER et al., 2012; GRISOLIA et al.,
2013; KIER & KIRKLANDI., 2013), teste de viabilidade celular e resultados de
citotoxicidade obtidos a partir da técnica do MTT com o RT, foram selecionadas as
dosagens para a realizagdo do Ensaio Clonogénico e Ensaio Cometa. Os
experimentos foram realizados com réplicas para cada concentracdo, mais 0s

grupos controles.

4.4 Ensaios de Viabilidade Celular

4.4.1 Medida da atividade da desidrogenase mitocondrial (técnica MTT)
A técnica de MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) € um ensaio
quantitativo para determinar a interrup¢cdo de uma funcéo bioquimica critica. Este
ensaio quantifica a atividade mitocondrial, medindo-se a formagéo de cristais de
formazan, produto formado pela reducdo de tetrazélio MTT. A reducdo de MTT
ocorre principalmente na mitocondria através da acdo da enzima succinato-

desidrogenase fornecendo entdo uma medida de fungéo mitocondrial (Fig. 5).
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Técnica do MTT

7 1
Tratadas durante 24 horas com os

Células U-87 MG foram cultivadas controles e dosagens do Roundup
em meio DMEM com SFB a 37°C Transorb? |
com 5% COJ.

Sal de MTT

Leitura é feita no
leitor de ELISA Cristais de formazan

Figura 5 - Exemplificacdo do passo-a-passo da técnica do MTT realizada em

ambas linhagens celulares.

Seguindo o padréo internacional ISO/EN 10993-5 (2009) e Mosman (1983),
com algumas adaptacdes, as células foram semeadas em placas de 24 po¢os com
densidade de 1x10% células/mL e mantidas em incubadora umidificada a 37°C com
5% de COz por 24 horas para adesdo. Apés esse periodo as células foram lavadas
com PBS, antes de adicionar 0,5 mL de meio sem soro, contendo sal de tetrazélio
MTT 1 mg/mL para cada amostra. Posteriormente a incubacdo por 3 horas, o
sobrenadante foi removido e o produto obtido (formazan) foi dissolvido em 0,5 mL
de DMSO, agitado por 10 minutos, para solubilizar os cristais de formazan.

A leitura da absorbancia dos cristais de formazan, que é diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis, foi realizada usando um leitor de
microplacas (Perkin Almer-Inspire®, EUA) em 570 nm. Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicata. A quantificagdo da atividade citotoxica
foi feita através da comparagéo entre a absorbéncia dos po¢os contendo as células

tratadas com as diferentes concentracées do RT, com a absorbancia dos pocos
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com células expostas ao meio de cultura DMEM (controle). Os resultados foram
expressos como a porcentagem média de absor¢cdo em células tratadas quando
comparadas ao controle negativo, considerando 100% de viabilidade. A razdo IC50
(concentracéo que inibe o crescimento celular em 50%) também foi calculada. Os
critérios de citotoxicidade sdo avaliados seguindo os padrdes da ISO/EN 10993-5
(Quadro 1).

Quadro 1. Determinacao da citotoxicidade (ISO 10993-5) através da viabilidade

celular
VIABILIDADE CELULAR
>90% 80 a 89% 50 a 79% <50%
NAO LEVEMENTE MODERADAMENTE SEVERAMENTE
CITOTOXICO CITOTOXICO CITOTOXICO CITOTOXICO

4.4.1.1 Ensaio de formacéao de coldnias (Ensaio Clonogénico)

O Ensaio Clonogénico é um teste in vitro de sobrevivéncia celular. Ele se
baseia na capacidade de uma Unica célula de crescer e se tornar uma colbnia,
detectando assim morte celular reprodutiva, uma vez que ocorre a perda da
capacidade de divisédo celular. O teste foi realizado para verificar a quantidade de
células funcionais nas diferentes condi¢cdes experimentais.

Para o teste, utilizamos a Norma Internacional ISO/EM 10993-5 (2009) e
Franken (2006) com algumas adaptacdes. Inicialmente, as células foram semeadas
em placas de 6 po¢cos a uma concentracdo de 200 células por poco. As células
foram mantidas em meio de cultura DMEM com PBS por 24 horas umidificada a
37°C, com 5% de CO2. Posteriormente, foram expostas a diferentes concentra¢des
dos extratos aquosos por 24 horas. Depois do tratamento, o meio de cultura
contendo a substancia teste foi removido, as células lavadas com PBS e incubadas
novamente em meio livre de drogas a 37°C, com 5% de CO:z por 7 dias. As colbnias
foram fixadas com etanol e coradas com violeta cristal 0,5%.

As coldnias contendo mais de 50 células foram contadas com auxilio de

microscopio optico invertido. A sobrevivéncia foi calculada como percentual relativo
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ao numero de coldnias do controle negativo, sendo considerado 100%. Foram
realizados trés experimentos independentes em duplicata.

4.5 Ensaio Cometa

As linhagens de células foram subcultivadas e semeadas em placas de
cultivo de 12 pogos na densidade de 3 x 10° células/mL e incubadas por 24 horas,
com diferentes concentracdes de extrato de RT para 3 horas em meio livre de FBS.
Posteriormente, as células foram lavadas com solucdo PBS, sendo adicionado o
meio de cultura completo por 3 horas. O processamento das amostras foi realizado
de acordo com protocolo seguido por Singh et al., (1988) com algumas
modificacdes, seguindo as recomendacgcfes do International Workshop on
Genotoxicity Test Procedures (IWGT) e Minimum Information for Reporting on the
Comet Assay (MIRCA).

A analise procedeu conforme descrito por Vasconcellos et al. (2010), com
o material foi visto em microscopio 6ptico, em aumento de 40x, analisadas 100
células (50 células/lamina).

O efeito genotdxico de RT nas linhagens celulares foi estimado pelo indice
de Dano (ID), conforme as respectivas classes, sendo observadas as células com
contorno circular (nucleos sem danos ao DNA, classe 0) ou em forma de “cometa”
(nucleos com dano no DNA, classes 1 a 4). De acordo com o tamanho da cauda,
os valores obtidos sdo de 0 (completamente intacto: 100 células x 0) a 400 (com
dano maximo: 100 células x 4). O veiculo foi usado como controle negativo e o
tratamento com MMS a 4x10- mol/L por 3 horas foi usado como controle positivo.
Foi considerado o dano classe 4 como morte celular. O Ensaio Cometa foi

detalhado no protocolo audiovisual, o produto técnico desta pesquisa.

4.6 Analise estatistica

Os experimentos foram repetidos independentemente em triplicata para
cada teste trés vezes. Os resultados foram expostos como + e desvio padrao (DP),
além da analise de variancia ANOVA de uma via, seguida por multiplos de Dunnett

(valores de p<0,05 sendo considerados significativos).

30



4.7 Biologia de Sistemas

4.7.1 Construcdo darede de interacdes

Para a construcdo da rede os compostos quimicos do RT foram
prospectados na ferramenta denominada STITCH 5.0, o qual realizou a busca de
interacdes do tipo quimico-proteinas para Homo sapiens. Ja a ferramenta STRING
11.0 foi utilizada para buscar as interagcdes proteina-proteina, utlizando o
organismo modelo Homo sapiens. Para fins de unir as sub-redes geradas, foi
utilizada a ferramenta Advanced Merge Network do programa Cytoscape. Uma rede
foi unida com a presenca da proteina p53 e outra rede foi construida sem a proteina
p53.

4.7.2 Analise da modularidade

Nas redes geradas, foi feita uma busca de clusters (regibes com alto
enriguecimento) a partir do aplicativo Molecular Complex Detection (MCODE) no
programa Cytoscape 3.9.1. Os clusters sdo complexos proteicos que atuam em um
determinado caminho bioquimico ou reacao e, por isso, sado de extrema relevancia
no desenvolvimento de um modelo molecular, sao regides fortemente conectadas.
Os parametros utilizados foram: loops included, degree cutoff 2, exclusdo de ndés
com apenas uma conexao (opcao haircut ativada), expansao do cluster por uma
concha vizinha permitido (opc¢éo fluff ativada), densidade do n6 cutoff 0.1, score do
né cutoff 0.2, score 2, profundidade maxima da rede 100. Um score do MCODE foi

calculado para cada proteina-composto presente nas redes.

4.7.3 Andlise da Ontologia Génica

Para realizar a analise da Ontologia génica foi utilizado o aplicativo Biological
Network Gene Ontology (BINGO), onde € possivel analisar as funcbes de um
determinado gene para todos o0s agrupamentos significativos que foram

identificados na analise da modularidade.
4.7.4 Andlise de Centralidade

Para analisar a centralidade das redes foi utilizado o aplicativo Centiscape

2.2 no Cytoscape 3.9.1 para que fosse identificado os nés (proteina-composto) que
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possuem posicdes centrais, haja vista 0 nosso interesse em localizar os elementos
mais importantes na topologia geral da rede. As centralidades analisadas foram o
grau do n6é (node degree), que se refere a quantificacdo de nds adjacentes
diretamente conectados a outro nd, além dos intermeabilidade (betwenness), os
quais se refere ao numero de caminhos mais “curtos” que passam por um unico no,
possibilitando estimar a relacéo entre eles (FELTES et al., 2013). Os hubs séo as
proteinas e/ou compostos (nés) com valor elevado de grau de ndé ou, melhor
dizendo, com uma grande quantia de conexdes a outros noés ou hubs com menos
conexdes, ja os nés com valor de betwenness relativamente altos sdo os
denominados “gargalos” (bottleneck — hub-gargalo: HG), devido a sua alta
capacidade de interagcdo com outras proteinas ou bioprocessos (FELTES et al.,
2013). Assim, os hubs séo nds fortemente conectados, ja os gargalos sao ndés com
maior chance de ligar diferentes clusters. Por isso, os hubs-gargalos sdo tao
essenciais na rede e, uma vez perturbados ou removidos, podem desencadear

falhas dentro da mesma.

4.7.5 Diagrama de Venn
Para analisar a diferenca entre as redes, com e sem p53, em relacdo a
auséncia/presenca de outras proteinas, conectadas a p53, foi utilizado o aplicativo

Diagrama de Venn no Cytoscape 3.9.1.

4.7.6 Andlise da funcdo dos hubs-gargalos e a relagdo com
neurotoxicidade e instabilidade genética

Para analisar os hubs-gargalos foram realizadas pesquisas ao banco de
informagdes do Human Gene database, o GeneCards (http://www.genecards.org),
0 qual contém referéncias sobre os genes humanos e suas respectivas fungoes,
bem como disfungbes envolvidas. Também foi utilizado o The Human Protein Atlas
(https:/lwww.proteinatlas.org/) para avaliar a expressao das proteinas hub-gargalo

no tecido nervoso.
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4.8 Produto Técnico

Todas as etapas do Ensaio Cometa foram gravadas no Laboratério de
Biomedicina Translacional do Programa de Pos-graduacao em Ciéncias da Saude
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) em parceria com a
professora Dra. Vanessa Moraes de Andrade e a Mutagen-Brasil
(https://www.youtube.com/channel/UCyOLLKKPO-FXumZx3qcaflQ).

Posteriormente, o video foi editado com legendas, audio e figuras para que

sirva como material técnico educativo a fim de padronizar e seguir o protocolo. O
produto ird contribuir de forma significativa para o desenvolvimento de outras
pesquisas, fornecendo, de forma inovadora, a metodologia clara e de facil acesso.
Tal material se justifica principalmente pelo fato de que muitos estudantes tanto de
graduacdo quanto de pos-graduacdo dos cursos das ciéncias da saude nao
presenciam ou praticam testes de bancada, como o Ensaio Cometa. Estudantes
estes que se deparam com a necessidade de aplicagdo do ensaio no momento de
realizacdo de algum trabalho de pesquisa por meio de protocolos complexos pouco
didaticos presentes em literatura. Diante desta pratica complexa, pretende-se
maximizar o processo de ensino e aprendizagem em um material pedagdgico

padronizado e aplicavel para a correta execucgao.
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5. RESULTADOS
5.1 Resultados testes in vitro

Para avaliar as propriedades citotoxicas do RT, duas diferentes abordagens
foram usadas. As células de glioblastoma U87MG e U251MG cultivadas foram
incubadas com varias concentracées de composto por 24 h. A analise do ensaio
MTT na Fig. 5 mostrou que o RT diminuiu significativamente a viabilidade celular
quando analisado em concentragdo = 10 ppm de maneira dose-dependente (p <
0,01) para ambas as linhagens. Além disso, as células de glioblastoma U251MG
foram ~3,7 vezes mais resistentes do que U87MG para RT considerando os valores

de 1C50: U251MG (IC50 = 27,2 ppm) > US7MG (IC50 = 7,4 ppm) (Fig. 6).

Ensaio MTT (24h)

€ US7MG (IC50 = 7.4 ppm)
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Figura 6 - Citotoxicidade dose-dependente (% de controle negativo) em U87MG e
células U251MG conforme determinado pelo ensaio MTT. As células foram tratadas
com 0 (controle), 10, 20, 30, 40 ou 50 ppm RT por 24 h. PBS foi usado como
controle negativo. Os dados sdo expressos como média + DP, n= 3. Valores
significativamente diferente em relagcdo ao controle negativo em ** p <;0,01; *** p
<;0,001/0One-way ANOVA Dunnett's - Teste de Comparacao Multipla.
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Ja4 na segunda abordagem, os efeitos no crescimento celular foram
avaliados pela capacidade de formacdo de colbnias, que diminuiram
significativamente na faixa de concentracdo de 20-50 ppm RT em células de
glioblastoma expostas por 24h (p < 0,01), quando em comparag¢do com o controle
negativo (Fig. 6). Neste ensaio, o U251MG (IC50 = 39,4 ppm) células de
glioblastoma foram ~2,7 vezes mais resistentes que U87MG (IC50 = 14,8 ppm) para
RT (Fig. 7)

Ensaio Clonogénico (24h)

100

90 4 US7MG (IC50 = 14.8 ppm)
4 U251MG (IC50 = 39.4 ppm)
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Figura 7 - Citotoxicidade dependente da dose (%) de controle negativo em U87MG
e U251MG células conforme determinado pela sobrevivéncia clonal. As células
foram tratadas com 0 (controle), 10, 20, 30, 40 ou 50 ppm Roundup Transorb - RT
por 24 hs. O PBS foi usado como controle negativo. Dados sdo expressos como
meédia + DP, n= 3. Valores significativamente diferentes em relagcdo ao negativo
controle negativo *** p < 0,001/Teste de Comparacao Multipla ANOVA Dunnett de
um fator.

Considerando os efeitos citotéxicos do RT observados em células de
glioblastoma, foi investigado a capacidade do composto em induzir danos ao DNA.
Para este propdsito, foi aplicado o Ensaio Cometa. Como mostrado na Fig. 8, RT
induziu a um aumento significativo nas quebras da fita de DNA na faixa de
concentracéo de 10-50 ppm para células U251MG (p < 0,001) e 30 — 50 ppm para
células US7MG (p < 0,01). Interessantemente, ap0s exposicdo ao RT, as células

U251MG mostraram um ID maior do que as ceélulas UB7MG comparadas aos
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resultados obtidos com o controle.

Ensaio Cometa
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Figura 8 - Danos no DNA induzidos por RT em células US7MG e U251MG
conforme avaliado pelo Ensaio Cometa alcalino. As células foram tratadas com 0
(controle), 10, 20, 30, 40 ou 50 ppm RT por 3 hs. O PBS foi usado como controle
negativo. Dados sdo expressos como médias + DP, n = 3. Valores
significativamente diferentes em relacdo aos nao tratados controle ** p < 0,01; e ***
p < 0,001 por ANOVA unidirecional com mdultiplos de Dunnett - Teste de
comparagao.
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Além disso, para confirmar se a indu¢é@o de morte celular por RT pode estar
relacionada com a inducéo de apoptose, analisamos a frequéncia de apoptose pelo
ensaio Cometa (Fig. 9). Para isso, foi considerado como apoptose os danos de
classe 4. Esta analise mostrou um aumento de células apoptéticas a partir de 30
ppm para US7MG e a 50 ppm para U251MG (p < 0,05). Portanto, U87MG mostrou

maior frequéncia de apoptose do que U251MG em relacdo ao controle.
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Figura 9 - Apoptose induzida por Roundup transorb - RT em células US7MG e
U251MG avaliada pelo Ensaio Cometa alcalino. As células foram tratadas com 0
(controle), 10, 20, 30, 40 ou 50 ppm RT por 3 hs. PBS foi usado como controle
negativo. Os dados sdo expressos como média + DP, n = 3. Valores
significativamente diferente em relacdo aos nao tratados controle, * p < 0,05; ** p
<; 0,01; e ** p < 0,001 por ANOVA unidirecional com Dunnett's - Teste de
Comparacédo Multipla.

5.2 Resultados da teste in silico

Foram prospectadas duas redes, uma rede contendo a p53 e outra sem a
p53. A rede com p53 gerou 1409 nés e 33764 conectores, o resultado obtido da
analise de modularidade foi de 14 cluster com score > que 10, enquanto que a rede
sem p53 gerou 1438 nos e 35096 conectores, a analise de modularidade indicou
13 clusters, também com score > que 10, e foi analisado a ontologia génica de cada
agrupamento (Tabela 1).

Vale ressaltar que, foram selecionados os 5 clusters com maior significancia
para a rede, sendo excluido o cluster 3 de ambas as redes por ndo apresentar
nenhuma fungao ligada a instabilidade genética ou a neurotoxicidade. Também foi
adicionado o cluster 9 e 12 por apresentarem dois bioprocessos que néo foram
encontrados em outro cluster, sendo eles: o processo metabodlico do xenobidtico e

a resposta celular ao estimulo xenobiético.
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Tabela 1 - Bioprocessos provenientes da andlise de ontologia génica de clusters da

rede com p53 e sem p53 de acordo com 0s agrupamentos mais relevantes para o

trabalho.

Reparo de DNA

Respostas a Dano de DNA,
transdugao de sinal

Pontos de verificagao de danos de
DNA

Resposta celular ao estresse
Morte celular programada
Regulacio da morte celular

Neurogénese

Resposta ao estresse
Desenvolvimento do sistema nervoso
Regulacio da apoptose neural
Diferenciagio de neurdnios

Morte celular programada

Regulagdo da morte celular

Resposta ao estresse

Resposta ac dano de DNA,
transdugao de sinal

Reparo de DNA

Reparo por excisdo de nuclectideos
Ponto de verificagdo de danos e de
integridade do DNA

Morte celular programada
Regulacdo da morte celular

Mao apresentou nenhuma fungao ligada
4 instabilidade genética ou a
neurotoxicidade.

MNeurogénese

Axonogénese

Resposta ao esiresse
Desenvolvimento do sistema nervoso
Diferenciagao de neurdnios

Morte celular programada

Regulagac da morte celular

Mao apresentou nenhuma fungao ligada
a instabilidade genética ou a
neurotoxicidade.
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Cs

Cé

c9

c12

Meurogénese

Axonogénese

Resposta ao estimulo de dano ao
DNA

Resposta ao estresse
Desenvolvimento do sistema nervoso
Reparo de DNA

Resposta ao dano de DNA,
transdugao de sinal

Regulacio da apoptose neuronal
Diferenciagio de neurdnios
Morfogénese celular envolvida na
diferenciagio neuronal

Morte celular programada
Regulacdo da morte celular
Meurogénese

Resposta ao estresse

Resposta ao estimulo de dano ao
DNA

Reparo de DNA

Ponto de verificagio de danos ao
DNA

Ponto de verificagio de integridade do
DNA

Regulacio da apoptose neuronal
Morte celular programada
Regulacao da morte celular
Meurogénese

Axonogénese

Morfogénese celular envolvida na
diferenciagio neuronal
Diferenciacdo de neurfnios
Resposta celular ao estresse
Resposta ao estimulo de dano ao
DNA

Desenvolvimento do sistema nervoso
Reparo de DNA

Regulacio da apoptose neuronal
Resposta a danos no DNA.

Morte celular programada
Regulagao da morte celular
programada

Processo metabélico xenobidtico
Resposta celular ao estimulo
xenobidtico

Meurogénese

Axonogénese

Resposta ao estresse
Desenvolvimento do prosencéfalo
Desenvolvimento do sistema nervoso
Diferenciagio de neurbnios

Morte celular programada

Regulagdo da morte celular

Resposta ao estresse

Transmissao sinaptica

Transmissio do impulso nervoso

Morte celular programada

Regulagdo da morte celular programada

Processo metabdlico xenobidtico
Resposta celular ao estimulo
xenobidtico

Meurogénese

Desenvolvimento do sistema nervoso
Morte celular programada

Regulagdo da morte celular programada
Resposta ao estresse

A analise da ontologia génica, observada na tabela 1, indica os principais
bioprocessos associados aos clusters da rede com e sem p53, salientando os
processos ligados a instabilidade genética e a neurotoxicidade. A partir da andlise
das ontologias génicas geradas pelas redes € possivel observar que somente na
rede com p53 foram encontrados bioprocessos ligados ao reparo de DNA, reparo
por excisdo de nucleotideos, resposta ao dano e pontos de verificacdo de

integridade do DNA. Também foi a Unica rede que apresentou regulacdo da
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apoptose neural.

Na rede sem a p53 foram encontrados bioprocessos que n&o foram
encontrados na rede com a p53, sendo eles: desenvolvimento do prosencéfalo,
transmissao sinaptica e transmissao do impulso nervoso.

Os processos bioldgicos em comum em ambas as redes sdo: neurogénese,
axonogénese, resposta ao estresse, desenvolvimento do sistema nervoso,
diferenciacéo de neurdnios, morte celular programada, regulacdo da morte celular,
processo metabdlico de xenobidtico e resposta celular ao estimulo de xenobidticos.

A Fig. 10 mostra o resultado da analise de centralidade da rede com p53,
onde o eixo vertical mostra os valores de grau do n6 e o eixo horizontal mostra os
valores de betweenness (impermeabilidade). As linhas pontilhadas em vermelho
representam os valores médios de ambas as centralidades. Os nés acima da média
sdo os hubs-gargalos, que sdo nds que possuem grande importancia para a
integridade da informacdo dentro da rede. A andlise da centralidade indicou os
seguintes hub-gargalos: Potassio, RPS27A, UBB, UBC, UBA52, SRC, TP53,
RHOA, HSP90AA1, PRKACA e CREBBP.
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Figura 10 - Resultado da andlise do grau de nd e betwenness (intermeabilidade) da rede com
TP53, mostrando os nés mais importantes da rede a partir de um grafico de hub-gargalo.

A analise da centralidade indicou os seguintes hub-gargalos (Fig. 11):
Potassio, RPS27A, SRC, UBA52, RHOA, UBB, UBC, HSP90AA1, EGFR e NEDDS,

conforme mostrado abaixo.
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Figura 11 - Resultado da analise do grau de né e betwenness (intermeabilidade) da rede sem p53,

mostrando os nés mais importantes da rede a partir de um grafico de hub-gargalo.
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Quando comparado a rede com p53 com a rede sem p53, é possivel
observar que foram encontrados em ambas as redes, 0s seguintes hub-gargalos:
Potassio, RPS27A, SRC, RHOA, UBB, UBC, UBA e HSP90AAL. E os hub-gargalos
que diferiram foram: p53, PRKACA, CREBBP, EGFR e NEDDS8

No resultado do diagrama de Venn, € possivel observar que as redes
compartilham 1299 em comum, enquanto que a rede com p53 possui 110 proteinas
gue nédo sao encontradas na rede sem p53 e a rede sem p53 possui 139 proteinas
gue nao sdo encontradas na rede com p53, como é possivel observar na Fig. 12

abaixo.
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Rede com TP53

ACON, ACO2, AIFMI, ARIDEA, ASFIA, ATM, ATR
AURKA BAK] BANP. BARDI. BAX. BBCI, BCLI. BOLILL
BCLG, BIRCS. CASPID. CONAZ CCMGL CDKS. CHEEL
CHEKZ CSNKIAL, CSNKID, CSNKIE CSMKZAL
CSMKZAZ, CSMRB, DDXNS DROSHA, DYRK2 E2FT.
E4F], ECR1, EHMT], EMMTZ, EFZAK2, FBXON, CLSZ
HIPKZ HIRA HMCA]L HMCAZ HSPALL. KATS. KATE
MAPKS, MAPKADKS MCLL MOVID, MBENA WNDM
NFYA, NFYB. NPM]. NEICL PERPE. PINI, PLAGL] PLER
PMAIP, PPPIRIEL, PRECD, PREDC, PRMTI, PRMTE
PTEM, RCHY1, RFC3, RFCA, AFFL. RNF34, RPAL RPAZ
RAMZE. SETD7. SETDE. SIAT). SKPZ SMYDZ SPI00.
SUMOZ TADAT TAFL. TAFID, TAFS. TAFG, TAFME. TRP.
TERT, TOFIA, TOPEF, TPSE TPSIAIP. TPSIBFL
TPSEEPZ, TRPISEE, TPSIAK, TPEL TPN2 TRAFE, TRIAPL
TRIMZE. UBEZA. UBEZL UBESA. USPI0. WHN ¢ XRCCE

Rede sem TP53

ACATZ ACOTIZ ACSFE, ACTRE, AKRICI, AKRICE
ALDHIAL ALDHIAZ, ALDHTAT, ALDHEA] AMICAL ADK]
AP53. APAF), ARHGEFIOL ARHCEFS. ARNT. ARPCZ.
ARPCE ARPCS. CACHALA. CAPNI CASPT. CBRI CBRI
CD, COLL CDB0, COC20. COH2, CDHS, CESL CES2.
CHRMI, CHRNAL COMMDZ, COMMDS, COMMDE, C5,
CSPCA CTLAS, CYPTAL DCAFID. DCAFT, DCAFS. DMID.
EDMRA. EFMAL EFNAZ. EFMAS EIFIA. EIFSD. EMG)
EPQ, FI3AL FIGF. FOS, FOXOS, GARRGE, GOLGAD GRC].
HCF, HSDITEI, HEDITEL2, HSDITE2, HSDITBE,
HSDITBA, ICF1, IGSFE, L2, ILZREB. ILZRC, I1NOB0E,
INOB0D. INOB0E. IMGAND. ITCATN. ITCAS, JAMI. KDMLA,
KRAL LAMAL LAMASL LAMAS LAMCE LPARZ LRPE
L¥96, Ma0a MAOB MAPKIZ MAPKIS, MCRS) MDD
MECP2 MRPSZIL MYLI2ZA NCF2, NDUFAS WDUFS2
NGF, MOS3. NPHSZ NTNL NUSAFL OBSCM. PAKS,
POCFE. PLXMAT PLYMAL PTPLAL PTPLAS RAPSM.
RFXANK, RHOB. RHOG. RND1. RPLIIL. SIPRL. S1PR&.
SIPRS, SDCI. 5DCh, SEMAAD. SEMAGA. SPP1, SREBF.
STAMBELY, 5T, SULTIE], SULT2ZE1, TCM2 THESL TTH,
UNCSA, USPZ], UTRM. VPSIE @ VTN,

Figura 12 — Resultado do Diagrama de Venn: observacdo das proteinas exclusivas de cada rede

bem como o nimero de proteinas que sdo encontradas em ambas redes.
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5.3 Resultado do Produto Técnico: Protocolo audiovisual de Ensaio Cometa

in vitro

Clicando aqui Protocolo audiovisual vocé podera obter acesso ao video, que

tem duracdo de 11 minutos, produzido com o protocolo audiovisual para a
replicagdo  do Ensaio  Cometa. (https://drive.google.com/file/d/120p9-
IBIMOQZnHIWE7zxSn58iTew998KO/view?usp=sharing) (Figuras 13 e 14).

Figura 13 — Bastidores da gravacéo do Protocolo audiovisual.
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https://www.youtube.com/channel/UCyOLLkKP0-FXumZx3qcqflQ
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https://drive.google.com/file/d/120p9-l3lmQZnHrWE7zxSn58iTew9q8KO/view?usp=sharing

Figura 14 — Detalhes da gravacao: pipetando amostra de sangue para video.
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6 DISCUSSAO

Os efeitos da exposi¢cdo humana aos agroquimicos dependem de diferentes
mecanismos de acdo e de complexas vias de respostas do organismo humano. A
dosagem, o tempo e o tipo de exposicao ao RT influenciam seus efeitos sobre a
saude de diversos organismos nao-alvo, apesar de ter sido desenvolvido para
atingir o metabolismo de plantas consideradas daninhas ao cultivo de
monoculturas. Desta forma, o uso de herbicidas constitui um problema de saude
publica que gera conflitos socioambientais ao passo em que a demanda produtiva
exige o controle na produgéo, armazenamento e comercializagdo, mas tem se

mostrado toxico para o ser humano e para o ambiente (DE OLIVEIRA et al., 2019).

Neste estudo, optamos pelo uso de duas linhagens celulares distintas, além
de mutantes e proficientes para p53, devido as diferentes capacidades de reparo
apos a exposicao aos danos no DNA. Enquanto as mutantes sdo instaveis e mais
suscetiveis a proliferacdo excessiva, inclusive para a formacdo tumoral, as
proficientes sdo capazes de corrigir danos como 0s decorrentes da exposicao a

agentes mutagénicos, como agrotoxicos.

Com RT verificamos a diminuigdo da viabilidade celular nas doses a partir
de 10 ppm, tanto nas células U87MG quanto nas U251MG. Importante mencionar
gue a ANVISA considera seguro o limite maximo de 10 mg/kg, o equivalente a 10
ppm, de residuos de glifosato em alimentos. Ou seja, a populacéo estd exposta a
contaminacdo alimentar dos residuos deste agroguimico que apresentou

citotoxicidade.

Também verificou-se que RT foi severamente tdéxico nas dosagens de 30,
40 e 50 ppm, demonstrando citotoxicidade em 24h. Ou seja, demonstrou-se que
essas células ndo conseguiram manter sua integridade diante da capacidade deste
herbicida em causar dano ou morte celular. Quanto a capacidade de formacéao de
colonias, observou-se que a atividade foi reduzida de maneira dose-dependente
em ambas as linhagens. O ensaio clonogénico € Util para mensurar a capacidade
das células de sobreviverem, proliferarem e formarem colbnia visivel em meio de
cultura. Outros estudos também observaram citotoxicidade e reducao da viabilidade

celular em células expostas a herbicida a base de glifosato (FILHO et al., 2013;

46



DAL BO et al., 2022).

Entretanto, as células mutantes para p53 parecem ser mais resistentes a
citotoxicidade, a exemplo da U251MG, Ilinhagem que apresentou um
comportamento mais resistente frente a exposicédo ao RT. Tal resultado pode estar
relacionado com o fato de que células mutantes para p53 podem ser menos
sensiveis ao estresse celular, contribuindo para a resisténcia a citotoxicidade. Dal
BoO et al. (2022), em seu estudo, também verificaram resultados semelhantes,
embora tenham testado a formulacdo Roundup Original. Eles verificaram que
células de carcinoma papilifero da tireoide humana apresentaram uma maior

resisténcia a apoptose.

Anteriormente, Benachour e Séralini (2009) j4 haviam testado formulacées
de a base de glifosato em células placentarias,verificando que o glifosato aliado a
acdo de adjuvantes, mudam a permeabilidade celular humana, amplificando a
toxicidade por meio de apoptose e necrose. Os autores também citam que células
derivadas de carcinoma podem apresentar membranas mais resistentes, tendo em
vista que adquiriram a capacidade de excretar xenobidticos. Nossos resultados,
aliados aos referidos estudos, parecem indicar que RT pode desempenhar um
papel no aumento da incidéncia de nddulos e canceres a medida em que a
exposicao pode ocasionar falhas no sistema de reparo celular, modulando a

progressao do ciclo celular.

A exposicao a pesticidas e fertilizantes tende a induzir ao processo de morte
celular de modo a eliminar as células danificadas, mas um desequilibrio neste
mecanismo pode aumentar o risco de desenvolvimento de tumores (FILHO et al.,
2017). Inclusive, trabalhos tém mostrado que linhagens mutantes para a TP53,
como no caso da U251MG, a proliferacdo celular tende a ser induzida pela
exposicao ao glifosato e a herbicidas a base de glifosato, ja que as células tumorais

sao instaveis e altamente proliferativas (revisado em Dal B et al., 2022).

Por outro lado, a viabilidade celular pode apresentar apoptose com resposta
nao-monotdnica, com efeitos realmente significativos nas primeiras 24 horas, mas
que se estabilizam em 48 horas (DAL BO et al., 2022), podendo sugerir que vias

complexas ativem mecanismos de sobrevivéncia ou porque as células apoptoticas
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ja foram eliminadas, deixando apenas as resistentes a apoptose.

No presente estudo, verificamos que na dose de 30 ppm de RT nas células
U87MG ocorreu maior frequéncia de apoptose. Nesta linhagem celular, as células
eram proficientes para p53, podendo, esta proteina, atuar no sistema de reparo
induzindo a apoptose ou interrompendo a divisdo celular diante de um estresse
como a exposicao ao agroquimico RT. Estudos prévios mostram que o herbicida a
base de glifosato induz apoptose como forma de reparar o dano celular, entretanto,
dependendo da dose, herbicidas a base de glifosato podem agir silenciando TP53,

ocasionando a perda da fungéo supressora tumoral (WOZNIAK et al., 2020).

Ja com as células U251MG, mutantes para p53, o aumento de apoptéticas
se deu com a dose de 50 ppm de RT. Nesta linhagem, somente na maior
concentracdo houve inducdo da apoptose. A delecdo do gene TP53 pode estar
tornando-as mais resistentes, pois a p53, sua proteina codificada, possui um papel
no metabolismo celular, incluindo o préprio ciclo celular. Wozniak et al. (2020)
observaram alteracao no perfil de metilacdo em todas as concentracfes testadas
com glifosato em sangue periférico, aumentando as ilhas de CpG do promotor do
gene TP53, o que significa dizer que houve o silenciamento da transcricdo do gene

em resposta a hipermetilagdo do DNA.

Kwiatkowska et al. (2017) avaliando os efeitos de glifosato quanto aos danos
ao DNA pelo Ensaio Cometa em linfécitos humanos de sangue periférico, também
ja haviam verificado aumento da metilacdo do promotor de TP53, em resposta a
exposicdo ao glifosato, sendo que a hipermetilacdo € um padrdo genético
frequentemente observado em canceres humanos. Contudo, a Nota Técnica 12 de
2020 da ANVISA néo considera esse estudo como evidéncia de mutagenicidade
para justificar a classificacdo do agroquimico como cancerigeno humano.
Primeiramente, porque o estudo foi realizado com poucos voluntarios e com faixa
etaria muito ampla: idades entre 18 e 55 anos, sendo que a Diretriz OECD 487
considera validos estudos com jovens de até 35 anos. Esse estudo também foi
guestionado pelo fato de realizar o Ensaio Cometa, que apesar de evidenciar efeito
genotoxico, pode ser considerado como transitorio tendo em vista a possibilidade

de poder ser corrigido e, talvez, ndo causar mutagenicidade.
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Importante mencionar que da mesma forma, outros sistemas de protegéo do
organismo humano também podem ser acometidos. A proteina p53 esti
diretamente ligada as respostas frente ao estresse celular decorrente da exposicéo
quimica, influenciando nos mecanismos de resposta como a inducéo a apoptose,
modulacdo da progressao do ciclo celular, tolerancia ao dano e indugéo de reparo
ao DNA (PIMENTA et al., 2013; SILVA et al., 2015). Considerando essa fungao
neuroprotetora, diversos estudos citam alteracdes na p53 associadas a danos
neuronais e a perda do papel de prevencao do cancer (PIMENTA et al., 2013; TAO
et al., 2017; PETRONILHO et al., 2021).

Pelo Ensaio Cometa foi observado a indugdo de dano ao DNA nas linhagens
de glioblastoma, sendo a linhagem U251MG mais suscetivel ao dano causado pela
exposicdo ao RT. Sabe-se que os danos visualizados no Ensaio Cometa, sdo
aqueles que ainda podem ser corrigidos apés a leséo, definindo o composto como
citotoxico ou genotoxico. Considerando que o sistema de correcéo falhe, € possivel
qgue haja a inducéo a apoptose como forma de limpeza celular ou a necrose, um
processo inflamatério, que pode levar a um processo patolégico como o
desenvolvimento de cancer. Se em células U87MG, linhagem proficiente para p53,
verificou-se que o sistema de reparo conseguiu ser mais efetivo induzindo células
com dano a apoptose, nas células U251MG, a suscetibilidade ao dano ndo pode
ser corrigida, levando a proliferacdo celular aumentada. Contudo, para provar a

mutagenicidade de RT se faz necessario realizar teste de microndcleos.

As analises, in silico, das redes de intera¢éo de proteinas com 0s compostos
do RT também mostraram diferenca entre a rede proficiente e deficiente em p53. O
uso da bioinformética permite compreender as fung¢des bioldgicas por meio de
ferramentas da biologia de sistemas, sendo considerada um instrumento adicional
e relevante para os profissionais da area da saude (ARAUJO, 2014), sendo

possivel varias inferéncias com base cientifica.

De forma geral, a interacdo com o glifosato potassico ficou associado com
mecanismos importantes ligados a instabilidade genética e a neurotoxicidade,
contudo a rede com a p53 agrupou diferentes proteinas e mais processos
bioldgicos ligados a instabilidade genética foram encontrados. Sabe-se que durante

a divisao celular, a p53 faz uma conferéncia procurando por eventuais mutagdes
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na sequéncia do codigo genético. Encontrando erro, a p53 da inicio a uma cascata
de reacOes visando impedir que a célula entre em mitose e complete a divisdo
celular. Para tentar corrigir a mutacao, proteinas de reparo séo ativadas ou ha a
inducdo da morte celular (WEISENBURGER, 2021). Curiosamente, na analise in
vitro, as ceélulas proficientes para p53 (linhagem U87MG) responderam a exposi¢ao
ao RT com uma maior frequéncia de células apoptéticas e menor frequéncia de
dano ao DNA, ao mesmo tempo em que a analise in silico apresentou bioprocessos

associados a regulacéo da apoptose e reparo de DNA na rede contendo p53.

Com isso, a rede com p53 apresentou importantes bioprocessos como:
reparo de DNA, reparo por excisdo de nucleotideos, resposta ao dano e pontos de
verificacdo de integridade do DNA. Também foi a Unica rede que apresentou
regulacdo da apoptose neural. Os clusters mais significativos da rede
apresentavam processos biolégicos ligados a instabilidade genética e a
neurotoxicidade, diferentemente da rede sem p53 que ndo apresenta processos
bioldgicos relacionado ao reparo de DNA e qguando comparado com a outra rede, a
qual possui dois clusters que ndo apresentou nenhuma funcao ligada a
instabilidade genética ou a neurotoxicidade. Além disso, é possivel notar que ha
maiores processos bioldgicos nos clusters da rede com p53 quando comparado
com a rede sem p53, 0 que denota a importancia da proteina para evitar processos

patolégicos ligados a doencas neuronais.

Outrossim, estudos mostram que o glifosato bem como herbicidas a base de
glifosato afetam a metilagdo nas regides promotoras, diminuindo a expressao do
gene TP53 (WOZNIAK et al., 2020), que esta ligado a regulagéo do ciclo celular e
a apoptose, conforme mencionado anteriormente. A diminuicdo de genes
supressores de tumor, pode favorecer o desenvolvimento e a progresséo do cancer
(PIMENTA et al., 2013; WOZNIAK et al., 2020). Mostrando que pessoas com a
excluséo, silenciamento ou mutacdo do gene TP53 podem estar mais suscetiveis
ao glifosato e consequentemente no processo de tumorigénese. A exemplo do
resultado do Ensaio Cometa, o qual demonstrou maior indice de dano em células

da linhagem U251MG, mutantes para p53.

Weisenburger (2021) também cita estudos em que 0s autores encontraram

danos ao DNA, metilacdo do promotor de TP53 em células sanguineas, além de
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efeitos epigenéticos em doses baixas (0,5uM) de glifosato com hipermetilacdo do
gene TP53. Ou seja, ao silenciar um gene que realiza o controle de apoptose e
divisao celular, como o TP53, oncogenes podem ser ativados, podendo induzir ao
desenvolvimento de canceres. O mesmo autor realizou uma revisao bibliografica
citando a relacdo entre a exposicao a glifosato e agroquimicos a base do mesmo
com o desenvolvimento de linfoma de ndo-Hodgkin, um tipo de cancer de sangue
com origem no sistema linfatico. Em seus achados, concluiu que varios estudos
epidemioldgicos fornecem uma ampla evidéncia para associar a exposicao aguda
e cronica a um risco aumentado para linfoma de n&o-Hodgkin, inclusive cita
pesquisas em que verificaram danos genotoxicos aos leucdcitos e linfocitos do
sangue em individuos expostos no ambiente pulverizado com agrotoxicos a base
de glifosato. A exposicdo a produtos quimicos é considerada um fator de risco para
esse tipo de cancer, sendo que as células de defesa tipo B, T ou natural Killers sao
as afetadas.

Na analise de centralidade de ambas as redes, RHOA e SRC apareceram
como hub-gargalos. No entanto, quando observado o resultado a partir do
Diagrama de Venn, verifica-se que na rede sem p53 h& a presenca de diferentes
proteinas da familia RHO. Vale ressaltar que a p53 impede a ativacdo de RhoA
(XIA & LAND, 2007; BARATIUS, 2020). Sendo assim, a delecdo do gene TP53
pode estar ligado ao recrutamento de outras proteinas da familia RHO na rede sem

p53 em resposta a exposi¢ao ao RT.

A familia de proteinas homélogas Ras (Rho) é um membro da superfamilia
Ras de pequenas proteinas GTPases. As GTPases sédo proteinas monoméricas e
funcionam como interruptores moleculares que ligam ou desligam as vias de
transducédo de sinal em resposta a estimulos quimicos ou mecanicos (Heasman &
Ridley, 2005). Os componentes desta familia estédo relacionados ao controle de
inimeros bioprocessos como, por exemplo, remodelamento do citoesqueleto,
migracao, adesdo, endocitose, progressao do ciclo celular e oncogénese. As RhoA
também estdo relacionados a varios aspectos do desenvolvimento neuronal e ao
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e tumores humanos (ORGAZ et
al., 2014).
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Por isso, as atividades do TP53 estdo intimamente associadas com a
ativacao de RhoA, podendo regular negativamente a expressdo RhoA (BARATIUS,
2020). Quando ha a perda de funcdo da p53 e o RasV12 esta ativado, ha a
motilidade celular, caracteristica associada a progressdao do cancer para
malignidade. A p53 impede a ativagao de RhoA e, portanto, a inducéo da motilidade
celular por RasV12 (XIA & LAND, 2007). Observando os genes exclusivos da rede
sem TP53, pode-se constatar uma maior agregacdo de proteinas da familia Rho,

guando comparado com os genes da rede com TP53.

Na analise de centralidade da rede com p53, o gene TP53 apareceu como
hub-gargalo, reiterando a importancia deste n6 para comunicacéo e estabilidade da
rede. Sendo que esse gene € o de maior importancia nos processos de
carcinogénese e € ativado em respostas a sinais de dano celular, sendo codificador
de uma proteina supressora de tumor, que quando codificada, € capaz de induzir a
parada do ciclo celular e apoptose. De todo o genoma humano, TP53 é o gene
mutado com maior frequéncia em canceres e também por essa razéo utilizamos as

linhagens celulares com e sem mutacéo, visando o comparativo.

Por tudo isso, desenvolvemos o modelo molecular abaixo (Fig. 15) de modo
a elucidar as vias envolvidas como resposta ao estresse causado pela exposicao

guimica de células de glioblastoma frente a formula RT.
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Figura 15 - Modelo molecular, baseada da Biologia de Sistemas, da resposta
celular de linhagens proficientes e mutantes para p53 expostas a RT. Acima: As
células UB7MG, proficientes para p53, sofrem metilacdo no gene pela exposicdo a
RT e diminui sua expressdo. Com a expressao de TP53 diminuida, mecanismos de
apoptose e de reparo serdo menos eficientes e como consequéncia dano ao DNA
sera observado. Ja nas células sem TP53, a delecdo do gene prejudicara ainda
mais 0 mecanismo de apoptose e o reparo ao DNA e o dano de DNA sera mais
intenso. Ainda, sem p53 outras proteinas seréo recrutadas, como as proteinas da
familia Rho, que causa alteragdo na motilidade da célula e a torna mais suscetivel

a doencas neurodegenerativas.

53



7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho verificaram que a formulacdo a base de
glifosato RT é citotdéxica. Em doses a partir de 10 ppm, para ambas linhagens
celulares, o teste de MTT demonstrou citotoxicidade dependente de dose.
Considerando a citotoxicidade encontrada, verificamos que o composto é capaz
de induzir danos ao DNA por meio do Ensaio Cometa alcalino. Com esse teste,
ficou evidente o dano em doses a partir de 10 ppm para a linhagem U251MG e a
partir de 30 ppm para a linhagem U87MG. Também verificou-se com o Ensaio
Cometa que a morte celular em resposta a exposi¢cdo ao RT esta relacionada
com a apoptose, apresentando frequéncia de células apoptoéticas em doses a
partir de 30 ppm para U87MG e a partir de 50 ppm para U251MG, comprovando
a citotoxicidade.

Com relacao a Biologia de Sistemas, a interacéo entre glifosato potassico
ficou associada com mecanismos importantes ligados a instabilidade genética e
a neurotoxicidade. Verificamos proteinas como p53, RhoA, UBB, UBC, UBA,
entre outras. A rede gerada com a presenca de p53 apresentou bioprocessos
relacionados ao reparo de DNA, resposta ao dano e pontos de verificagdo de
integridade do DNA. Além disso, somente nesta rede, mostrou-se a presenca de
regulacdo da apoptose neural. Enquanto isso, a rede sem p53 ndo apresentou
processos bioldgicos associados ao reparo de DNA, inclusive com clusters que
sequer apresentaram fungbes relacionadas a instabilidade genética ou a
neurotoxicidade.

Por tudo isso, esse trabalho confirmou a importancia da integridade do
gene TP53 para protecdo ao organismo de pessoas expostas a RT. Esse gene,
assim como outros supressores de tumor, é importante nos processos de
carcinogénese, sendo ativado em resposta a sinais de dano celular. Sem eles, a
inducao da parada do ciclo celular e apoptose fica prejudicada, podendo causar
instabilidade genbmica e proliferacdo celular, processos associados a
tumorigénese.

Mais estudos séo necessarios para avaliar a dose-dependente aliado ao

fator tempo de exposicdo superior a 24 horas bem como seus possiveis efeitos
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de bioacumulagdo no organismo humano. Adicionalmente, é interessante testar
a formulacdo RT e comparar com o uso apenas dos surfactantes. Além disso, o
teste de micronucleos podera verificar a possivel mutagenicidade da formulacgéo.

Por fim, o produto técnico desenvolvido serd um servico didatico e gratuito
disponivel na internet ao alcance de estudantes e profissionais que queiram
desenvolver o Ensaio Cometa. Novos produtos como este, incluindo outros

testes, sdo importantes visando aliar a pesquisa técnica com tecnologia.
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