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EPIGRAFE

“Va até onde puder ver, quando la chegar podera ver ainda mais longe. ”

(Johann van Goethe)



RESUMO

O glifosato é o herbicida mais comercializado no mundo e o Roundup® uma de suas
formulas comerciais mais conhecidas. Muitos estudos tém sido realizados demonstrando o seu
potencial em causar danos a salude humana. Para realizar este trabalho, optamos por utilizar,
como modelo experimental, as células-tronco derivadas de tecido adiposo (hASCs), isoladas
de voluntérios submetidos a cirurgia de lipoaspiragdo devidamente aprovados por comité de
ética. As hASCs sdo capazes de se diferenciar em células das linhagens adipogénica e
osteogénica. Assim, o principal objetivo deste estudo foi investigar os efeitos tdxicos do
Roundup® sobre hASCs nos estados indiferenciado e diferenciado destas células. Para isso, as
mesmas foram mantidas no meio DMEM (suplementado com plasma humano) e Roundup® e
meio de diferenciacdo adipogénico ou osteogénico com Roundup® na concentragdo de 36 pg
mL 1 (IC50 42,98 +0,91 ng mLt). Os tempos de exposicdo foram de curto (24, 48 e 72 horas)
e longo prazos (até 21 dias). Utilizou-se o ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium) para avaliar a toxicidade do glifosato ao longo do tempo do cultivo
celular. A marcacdo por Anexina V- Alexa Fluor 488 e lodeto de Propidio sugere que a
exposicdo de hASCs ao Roundup® induziu as células & apoptose apds 24 horas de exposicao.
Alteracbes morfoldgicas importantes também foram observadas por microscopia de luz
durante o periodo de diferenciacio das hASCs tratadas com Roundup®. Por outro lado, a
expressdo de genes relacionados a diferenciacdo, como leptina, fosfatase alcalina, e
osteopontina, avaliada por RT-PCR foi semelhante ao controle indiferenciado durante o
desafio toxico. Entretanto, apesar de o gene para fosfatase alcalina (FA) ter sido expresso no
grupo tratado com agrotoxico, o ensaio de BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-
toluidina) — NBT (nitroblue tetrazdlio cloridrico) mostrou que a atividade dessa enzima foi
menor quando comparada as células em diferenciacdo sem tratamento com Roundup®. Em
conclusio, as evidéncias tém mostrado que o herbicida Roundup® é capaz de provocar efeitos

toxicos sobre as células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo humano.

Palavras-chave: células-tronco, tecido adiposo, glifosato, Roundup®, toxicidade.



ABSTRACT

Glyphosate is the most commercialized herbicide in the world, known commercially
as Roundup®, and many studies were conducted to investigate its potential damage to human
health. To carry out this work, we chose human adipose tissue-derived stem cells (hASCs) as
an experimental model, which are able to differentiate into adipogenic and osteogenic
lineages. These cells were derived from volunteers subjected to liposuction surgery approved
by ethics committee. The main objective of this work was to investigate the toxic effects
of Roundup® on hASCs in undifferentiated and differentiated state of these cells. These cells
were exposed to a mixture containing Roundup® and DMEM (Penicilin-streptomycin-
gentamicin and human plasma enriched) or Roundup® and osteogenic or adipogenic
differentiation medium at a concentration of 36 pg mL? (ICso 42, 98 +0, 91 ug mL™?), during
short (24, 48, and 72 hours) and long (until 21 days) time of exposure. We used MTT assay
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) to assess the toxicity of
glyphosate throughout the days of culture. Annexin V-Alexa Fluor 488 and Propidium lodide
staining using fluorescence microscopy suggested that hASCs’s exposure to Roundup®
induced cells to apoptosis after 24h exposure. Morphological changes were observed by light
microscopy during the hASCs differentiation’s period with Roundup®. Otherwise, the
expressions of genes related to differentiation, such as leptin, alkaline phosphatase, and
osteopontin, accessed by standart PCR, were similar compared to the control during toxic
challenge. However, despite alkaline phosphatase (AK) expression, the NBT (nitro-blue
tetrazolium chloride) and BCIP (5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt)
hydrolysis have shown that the AK enzymatic activity were less intense in treated group
during osteogenic differentiation. In conclusion, evidences have shown that Roundup® causes

toxic effects on adult stem cells derived from adipose tissue.

Keywords: stem cells, adipose tissue, glyphosate, Roundup®, toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideraces gerais sobre os agrotdxicos e sua utilizacao no Brasil

Agrotoxicos podem ser definidos como qualquer substidncia ou mistura de
substancias, usadas para prevenir, destruir ou controlar vetores de doengas humanas e animais,
espécies indesejadas de plantas ou animais, causadoras de danos ou interferéncia durante a
producdo, processamento, estocagem, transporte ou distribuicdo de alimentos, produtos
agricolas, madeira e derivados; ou que deva ser administrada para o controle de pestes que
acometem os corpos de animais de criacdo (FAO, 2003).

Em termos juridicos, segundo o artigo 2° da Lei Federal Brasileira n® 7802/89, séo
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade é alterar a composicao da fauna ou da flora, a fim de preserva-la da
acdo de seres vivos considerados nocivos. Nessa categoria, estdo incluidas as substancias
empregadas como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(BRASIL, 1989).

Historicamente, a utilizacdo de tais substancias em escala global iniciou-se ap6s a
Segunda Guerra Mundial sob a influéncia do movimento conhecido como Revolucdo Verde, o
qual visava a disseminacgdo de novas sementes, tecnologias e praticas agronémicas em paises
em desenvolvimento. Isso resultou na expansdo das fronteiras agricolas e na mecanizacao da
producdo nos paises produtores, sobretudo a partir das décadas de 1960 e 1970, onde se
observou um crescimento exponencial da populagdo mundial (BORSOI et al., 2014).

No Brasil, os agrotoxicos tiveram seu uso fortemente estimulado pelo governo a
partir da decada de 1970, com a concesséo de crédito agricola vinculada a sua aquisicao aliada
a uma propaganda que exaltava principalmente suas propriedades de reduzir o trabalho e
prejuizos com pragas, beneficiando os produtores e a populacdo. Estimuladas pelos beneficios
das politicas de importacdo, as industrias quimicas multinacionais comecam a visualizar a
América Latina, e, sobretudo, o Brasil, como um novo e crescente mercado para 0S Seus
produtos. No final da década de 70, observou-se a comercializagdo dos primeiros produtos
agrotoxicos em larga escala. Na segunda metade da década de 80, houve um massivo aporte

de tais produtos, devido a implantacdo de alguns desses segmentos produtivos no parque
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industrial brasileiro. Os pesticidas passaram a participar da vida diaria dos trabalhadores do
campo, como também se incorporaram a dieta dos brasileiros de forma geral, ao estarem
presentes em alimentos contaminados (LA DOU, 1994; WAISSMANN, 2007). Nas ultimas
décadas, o consumo de agrotdxicos no pais apresentou um crescimento vertiginoso devido a
diminuigéo de precos e a isengdo de impostos sobre determinados produtos. Em oito anos, a
quantidade utilizada por area plantada no Brasil mais do que dobrou, passando de 70 kg por
hectare em 1992 para mais de 150 kg por hectares em 2010 (IBGE, 2012).

Em 2008, o Brasil utilizou mais de 700 mil toneladas de agrotdxicos tornando-se o
maior consumidor mundial e gerando divisas de 7,1 bilhes de dolares para a indUstria
quimica (PEDLOWSKI et al., 2012). Essa posicdo no ranking foi mantida até 2013, ano em
que foi consumido um bilhdo de litros de agrotoxicos equivalendo a uma distribuicdo per
capita de 5 litros por habitante e a transacao de cerca de R$ 8 bilhdes no mercado (FIOCRUZ,
2014).

Existe uma concentracdo do mercado de agrotoxicos em determinadas categorias de
produtos. Os herbicidas, por exemplo, representaram 45% do total de agrotoxicos
comercializados. Os fungicidas respondem por 14% do mercado nacional, os inseticidas 12%
e as demais categorias de agrotdxicos 29% (ABRASCO, 2012). Esses numeros estdo
diretamente associados ao crescimento e ao peso do agronegocio no pais.

Aproximadamente 434 ingredientes ativos (I1A) e 2.400 formulagdes de agrotdxicos
estdo registrados e sdo permitidos no Brasil. Porém, dos 50 mais utilizados nas lavouras, 22
sdo proibidos na Unido Europeia (ABRASCO, 2012). No Brasil, transita em processo de
revisdo, desde 2008, 14 agrotdxicos, sendo que trés deles ja foram proibidos (cihexatina,
metamidofds e endossulfam). Outros ainda aguardam a conclusdo de sua revisdo: lactofem,
carbofurano, thiram, paraquate, glifosato, abamectina (ANVISA, 2008; ANVISA, 2014).

1.2 Classificagdo dos agrotoxicos

Quanto a classificacdo funcional, os agrotoxicos podem ser denominados inseticidas
(para combater insetos em geral), larvicidas (contra larvas de insetos), formicidas (para
combater formigas), acaricidas (contra acaros de plantas), carrapaticidas (contra carrapatos de
animais), nematicidas (contra nematddeos parasitas de plantas, que formam nddulos ou
“galhas”), moluscicidas (para combater moluscos), rodenticidas (para combater roedores em
geral), raticidas (para combater ratos, em particular), fungicidas (contra fungos) ou herbicidas
(contra ervas daninhas e outros vegetais indesejaveis) (SAMPAIO & GUERRA, 1991).
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Em relacdo a classificagdo toxicoldgica, essa é baseada em anélises laboratoriais com
exposicéao oral, dérmica e inalatoria para determinar a Dose Letal (DL50), a qual € a dose em
miligramas do produto toxico por quilo de peso corporal necessaria para matar 50% dos
animais expostos ao produto. Para os estudos de DL50 oral, por exemplo, produtos sélidos se
enquadram na Classe I, Extremamente Toxicos, quando a DL50 é menor ou igual a 0,005 g
kg™ de peso do rato. Na Classe 11, Muito Téxicos, quando a DL50 é maior que 0,005 e menor
ou igual a 0,05 g kg*. Classe I1I, Moderadamente Toxicos, quando DL50 é maior que 0,05
podendo chegar até 0,5 g kg. Classe IV, Pouco Téxicos quando DL50 é maior que 0,5 g kg™
(LONDRES, 2011). Os agrotoxicos séo classificados pela ANVISA de acordo com o grau de
toxicidade representado através da coloracdo das faixas impressas nos rétulos destas

substancias (Tabela 1).

Tabela 1l - Classes de pesticidas utilizados no Brasil e coloracdo das faixas indicativas
presentes nos rotulos das embalagens

Classe Toxicidade Cor da faixa
I Extremamente toxicos Vermelha
I Altamente toxicos Amarela
i Medianamente tdxicos Azul
v Pouco toxicos Verde

Fonte: UFAL, 2009

Os herbicidas sdo pesticidas utilizados para matar ou inibir o crescimento de
plantas consideradas como ervas daninhas ou pragas na lavoura. No inicio do século XX,
materiais inorganicos, como sulfato de ferro, nitrato de cobre e &cido sulfurico foram
utilizados nas plantac6es. Na década de 1940, o 2,4-dinitrofenol (2,4-D), um produto quimico
orgénico sintético, foi desenvolvido. Desde entdo, centenas de principios ativos foram
sintetizados pela industria.

Esses produtos podem ser divididos entre organicos e sintéticos. Os organicos
contém uma estrutura de carbono como base e geralmente agem alterando o padrdo de
crescimento vegetal. Esse grupo é subdivido entre Oleos derivados do petroleo e organicos
sintéticos. Aqueles derivados do petroleo sdo provenientes do refinamento desse recurso fossil
e podem ser utilizados como inseticidas e herbicidas. Quando utilizados como herbicida, sdo

aplicados na lavoura sem diluicdo. Herbicidas organicos sintéticos sdo constituidos por
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carbono, hidrogénio, nitrogénio, dentre outros elementos. Como exemplos principais de
herbicidas sintéticos, temos 2,4-D e glifosato (ELDRIDGE, 2008).

Herbicidas inorganicos sdo encontrados na forma de sais, muitas vezes contendo
metal em sua composicdo, 0 que impede a absorcdo adequada de &gua ou movimento de
fluidos através das paredes celulares das plantas daninhas. As cargas inorganicas incluem
materiais comuns tais como sulfato de cobre, acido sulfurico e clorato de sodio. Sdo
extremamente persistentes e causam problemas de poluicdo do solo (ELDRIDGE, 2008).

Em relacéo a seletividade, os herbicidas seletivos sdo utilizados para controlar certas
espécies de plantas sem prejudicar outras. Por exemplo, podem atuar somente em plantas
dicotileddneas, preservando as demais plantas de uma cultura de monodicotiledéneas. Alguns
produtos agem em partes especificas da planta como as folhas, sem atingir as raizes. Os
seletivos ainda podem ser divididos em pré e pos-emergentes, dependendo da época que sao
aplicados no solo. Os pré-emergentes sdao aplicados antes e 0s pds-emergentes sdo aplicados
apos a estacao de crescimento ativo dos vegetais. Exemplos de herbicidas seletivos sdo: 2,4-
D, atrazina e piroclam (ELDRIDGE, 2008).

Os herbicidas ndo seletivos devem ser utilizados com extrema cautela, pois sao
indicados para situacdes em que se faz necessaria a remocdo completa da vegetacdo. O
espectro de espécies vegetais que podem ser atingidas pelos mesmos é mais amplo do que no
caso dos herbicidas seletivos. Alguns deles, mais comumente utilizados sdo: glifosato,
bromacil e paraquate. Tanto os produtos seletivos quanto os ndo seletivos podem ser divididos
em herbicidas de contato e herbicidas sistémicos (ELDRIDGE, 2008).

A aplicacdo de herbicidas pode matar apenas partes determinadas da planta que foi
pulverizada, como por exemplo, as folhas. Nesse caso, os herbicidas sdo considerados
herbicidas de contato, cuja aplicacdo deve ser direcionada e feita de forma adequada.
Exemplos: bromoxynil, paraquate e diquat. Outros produtos séo aplicados na folha, mas sé&o
translocados pelo sistema vascular para outras partes do vegetal e causam a morte da planta
inteira. SAo chamados de herbicidas sistémicos, indicados para o controle de plantas perenes
profundamente enraizadas. Como exemplos, temos: MSMA, glifosato, 2,4-D, piroclam,
dicamba (ELDRIDGE, 2008).

1.3 Agrotoxicos e riscos para a saude humana

Apesar de auxiliar no aumento da producdo agricola, contribuindo para o

desenvolvimento do setor, cuidados na utilizacdo desses toxicos devem ser tomados. Veiga
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(2007) relacionou uma forte relacdo entre a agricultura e a satde publica, seja na funcdo de
supridora de alimentos, seja pelos riscos a saude humana causada pelo uso de agrotdxicos.

Os grupos de individuos com maior risco de intoxicacdo pelos agrotoxicos sao
aqueles que tém contato direto com os produtos no campo. Neles, inserem-se os aplicadores e
preparadores de calda e os trabalhadores que tém contato indireto com os pesticidas ao
realizar capinas, rocgadas, colheitas, etc. Outros grupos de risco incluem: moradores de areas
ao entorno de lavouras, profissionais que trabalham com controle de vetores de doencas,
funcionérios de empresas dedetizadoras e de industrias fabricantes de agrotoxicos, assim
como pessoas que trabalham com transporte e comércio desses produtos. E importante incluir
também os consumidores dos alimentos provenientes das lavouras que, ao longo de varios
anos, se alimentam de produtos com residuos de agrotoxicos (LONDRES, 2011).

O resultado do monitoramento do ultimo Programa de Anélise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos- PARA (2011/2012) da ANVISA mostra que 36% das amostras de
alimentos de 2011 e 29% das amostras de 2012 apresentaram resultados insatisfatorios e
riscos para o consumo (Figura 1). Existem dois tipos de irregularidades, uma quando a
amostra contém agrotoxico acima do Limite Maximo de Residuo (LMR) permitido e outra
quando a amostra apresenta residuos de produtos ndo autorizados para o alimento pesquisado.
Das amostras insatisfatorias encontradas em 2012, cerca de 30% se referem a agrotéxicos que
estdo em processo de reavaliacdo pela ANVISA. Em janeiro de 2013, as amostras de culturas
que apresentaram os maiores indices de reprovacdo foram: morango (50%), trigo (47%),
pimentéo (38%) e péssego (14%) (ANVISA, 2013; FOOD SAFETY BRAZIL, 2013).

Figura 1 — Distribuicdo das amostras analisadas de alimentos segundo a presenca ou a
auséncia de residuos de agrotoxicos (PARA, 2012)
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Fonte: ANVISA, 2013
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Os efeitos sobre a satide ocasionados pela exposicao aos pesticidas durante o trabalho
no campo sao produto de um conjunto de variaveis. Dentre elas, destacam-se: caracteristicas
fisico-quimicas dos produtos (solubilidade, estabilidade, formulacdo, presenca de
contaminantes); caracteristicas genéticas e fenotipicas dos individuos expostos (sexo, idade,
peso, estado nutricional, predisposicdo a doengas) e condi¢Oes de exposicédo (frequéncia, dose,
quantidade de produtos, forma de exposi¢do) (SOUZA, 2008).

As intoxicacOes provocadas pelos pesticidas podem ser classificadas em trés grupos:
intoxicacdo aguda, subaguda e crénica. A intoxicacdo aguda é aquela na qual os sintomas séo
de surgimento réapido, com apenas algumas horas apds a exposicdo a doses elevadas de
produtos altamente toxicos, por curto periodo. Pode ocorrer de forma leve, moderada ou
grave, em funcdo da quantidade de agrotdxico absorvido. Os sinais sdo facilmente
perceptiveis: dores de cabeca, nauseas, vomitos, fraqueza, salivacdo, tremores, dificuldade
respiratoria, dores abdominais, convulsBes, entre outros. Muitas vezes, esse tipo de
intoxicacdo pode levar a morte (LONDRES, 2011). No Brasil, em 2011, foram registrados
5075 casos de intoxicacdo aguda por agrotdxicos de uso agricola com 129 ébitos (SINITOXa
e b, 2011). Entretanto, sabe-se que a subnotificacdo dos casos € um problema muito comum
reconhecido pela prépria Organizagdo Mundial da Salde. Estima-se que para cada caso
registrado de intoxicacdo por agrotdxicos, existam outros 50 casos ndo notificados
(LONDRES, 2011).

A intoxicacdo subaguda ocorre por exposicdo de leve a moderada a produtos
altamente toxicos e medianamente toxicos e, em geral os sintomas tém aparecimento mais
lento, levando dias ou semanas para surgir. Os sintomas sdo parecidos com o da intoxicacao
aguda, porém podem ser mais brandos, tais como: dor de cabeca, fraqueza, mal-estar
sonoléncia, entre outros (LONDRES, 2011).

A intoxicacdo cronica tem como caracteristica principal o surgimento tardio dos
efeitos sobre a satde. Ocorre ap6s semanas ou anos de exposi¢do pequena ou moderada a um
ou varios produtos toxicos. Os sintomas sdo muito subjetivos, o que dificulta o diagnostico.
Sao considerados sinais de alerta para intoxicacdo cronica: perda de peso, fraqueza muscular,
insOnia, anemia, depressao, irritabilidade, alteracbes hormonais ou imunoldgicas, efeitos
reprodutivos (aborto, infertilidade, malformacgdes congénitas), doencas renais, respiratorias ou
neurodegenerativas, entre outros. Esse tipo de intoxicacdo pode provocar danos irreversiveis
levando, muitas vezes ao surgimento de doencas graves como o cancer. Os agrotoxicos fazem
parte do conjunto de fatores que implicam no aumento do numero de casos de cancer no
Brasil (LONDRES, 2011).
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Existem evidéncias toxicolégicas da acdo mutagénica e carcinogénica de Vvarios
pesticidas. Em particular, aumentos significativos foram encontrados na incidéncia de tumores
dos tecidos linfoides, mieloma multiplo, linfoma tipo ndo-Hodgkin, linfoma de Hodgkin e
canceres de pulmdo, estdmago, figado e bexiga, além de leucemias (SILVA, 2007; SOUZA,
2008).

Muito embora a pesquisa brasileira tenha avancado em relacédo ao estudo do impacto
do uso de agrotoxicos sobre a saide humana, pouco se sabe acerca da extensdo da exposicao e

a dimensdo dos danos a salde da populacéo, decorrentes do uso intensivo desses produtos.

1.4 Glifosato

O glifosato (Figura 2) € um herbicida de amplo espectro, ou seja, ndo seletivo,
sistémico, indicado para o combate a ervas daninhas anuais e perenes em culturas de arroz
irrigado, cana-de-agUcar, café, milho, soja, fumo, cacau, seringueira, algoddo e também
pastagens e na fruticultura. Possui uma representacdo de 60% do mercado mundial de
herbicidas ndo seletivos (AMARANTE JR et al., 2002).

Figura 2 — Formula estrutural do glifosato (IUPAC)
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Fonte: Souza, 2008

A molécula de glifosato é um analogo aminofosfonico da glicina denominado N-
(fosfonometil) glicina. Seu peso molecular é de 169,7 g mol?! e seu mecanismo de agéo
baseia-se na inibicdo competitiva da enzima 5-enolpiruvilxiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPS), que catalisa que catalisa a transferéncia do grupo fosfoenolpiruvil do
fosfoenolpiruvato (PEP) para o xiquimato-3-fosfato (S3P), formando o 5-
enolpiruvilxiquimato-3-fosfato (EPSP), um intermedidrio da via de biossintese de
fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 3) (ROMANO, 2009). Essa via para a biossintese de
aminoacidos aromaticos ndo existe em nenhum membro do reino animal. Devido ao fato de
que essa via metabdlica existe somente em plantas e microorganismos, 0 mecanismo de acéo

ndo é considerado um risco para a saude publica pelos fabricantes (CERDEIRA et al., 2007).
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Figura 3 — Reacdo catalisada pela enzima EPSPS envolvendo a transferéncia do
enolpiruvil do PEP para o S3P, formando o EPSP. Na figura, destaca-se a
inibigéo do glifosato
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Fonte: Czelusniak et al., 2012

Em 1971, a Companhia Monsanto patenteou uma formulagdo comercial de glifosato
com o nome de Roundup®. Essa patente expirou em 2000 e, desde entdo, o produto passou a
ser fabricado também por outras empresas. Segundo o Ministério da Agricultura, existem
cerca de 60 formulacdes a base de glifosato no mercado. Dentre esses produtos fabricados no
Brasil, estima-se que a venda anual alcance a marca de 250 milhdes de litros. E importante
ressaltar que a difusdo da soja transgénica tolerante ao glifosato no Brasil contribuiu para o
aumento da venda desse produto no pais, que saltou de 57,6 mil toneladas para 300 mil
toneladas entre os anos 2003 e 2009 (LONDRES, 2011).

1.4.1 Toxicidade do glifosato

Em estudos de toxicidade aguda, o glifosato e seus sais puros exibiram uma baixa
toxicidade em animais de laboratério por via oral e dermal com valores de LD50 maiores que
5.000 mg kg*. Em relagéo a exposicio dermal, foi considerado néo-irritante, apesar de induzir
irritacdo nos olhos de coelhos (FAO, 2011).

A ANVISA classifica esse herbicida com base em sua toxicidade aguda como um
produto de baixa toxicidade, pertencente ao grupo IV (pouco toxicos), porém ha uma
associacdo do glifosato e suas formulacGes comerciais a efeitos negativos sobre a salde
humana. Isso ocorre porque, embora o glifosato puro apresente baixa toxicidade, alguns
componentes considerados inertes em formulagdes comerciais podem provocar efeitos toxicos
em células animais. Dentre esses componentes destacam-se as substancias surfactantes, cuja
finalidade é impedir a formacdo de gotas e o alcance de areas da planta além das folhas
pulverizadas (AMARANTE JR et al, 2002). Estudos determinaram que POEA

(polioxietilenamida), uma etilamina usada como adjuvante nesse herbicida pode ser
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considerado como o ingrediente ativo na morte de linhagens de células placentéarias (JEG3),
umbilicais (HUVEC) e renais humanas (293). Esse efeito € maior quando o POEA ¢é
combinado com o glifosato na formulacdo comercial Roundup, devido a interacdo sinérgica
entre os compostos. Adjuvantes presentes na formulagdo Roundup mudam a permeabilidade
celular e amplificam a toxicidade ja induzida por glifosato através de apoptose e necrose
(BENACHOUR & SERALINI, 2009).

Em uma situacdo de intoxicacao aguda por glifosato (via dérmica) pode ocorrer
dermatite de contato e, em caso de ingestdo de doses elevadas (via oral), pode ocorrer um
processo denominado sindrome tdxica, cujos sintomas podem ser: epigastralgia, ulceracdo ou
lesdo da mucosa gastrica, hipertermia, anuria, oliguria, hipotensdo, conjuntivite, edema
pulmonar, choque cardiogénico, arritmias cardiacas, necrose tubular aguda, elevacdo de
enzimas hepaéticas, aumento da quantidade de leucdécitos, acidose metabdlica e hipercalemia.
O composto é excretado principalmente na urina de individuos intoxicados (AMARANTE JR.
etal., 2002).

Quanto a toxicidade crénica, segundo relatério da FAO (2001), um estudo de longo
prazo realizado com glifosato padrdo analitico (P.A.) nos quais foi utilizada a dose 30.000 mg
kg™ na dieta de camundongos, mostrou que o principio ativo levou a reducio no crescimento
desses animais, incidéncia de necrose e hipertrofia dos hepatdcitos, e aumento da incidéncia
de hiperplasia no epitélio da bexiga urinaria. Ratos tratados com 20.000 mg kg também
apresentaram problemas no crescimento, aumento no peso do figado, degeneracdo ocular e
inflamac&o géstrica.

Estudos apontam que a exposi¢do aos agrotéxicos de forma crbnica pode ocasionar
danos muitas vezes silenciosos a saude, tais como mutacfes genéticas, que resultardo no
aparecimento tardio de doencas. Torres e colaboradores (2006) avaliaram a atividade
clastogénica in vivo em ratos tratados com 100, 200 ou 400 mg kg™ de glifosato grau analitico
(96% de pureza) mediante ensaio de microndcleos e dano ao DNA avaliado por teste do
cometa. Observou-se que as células hematopoiéticas de medula 6ssea dos ratos tratados com a
maior dose apresentaram mutagdes e danos citogenéticos. Um trabalho utilizando teste do
cometa em celulas humanas GM38 (fibroblastos humanos primarios) e HT180 (linhagem
proveniente de fibrossarcoma) mostrou que o tratamento com glifosato analitico induziu
efeitos genotoxicos sobre essas células tratadas com concentracdes entre 4,0-6,5 mmol L? e
4,75 — 5,75 mmol L, respectivamente (MONROY, 2005).

Existem no mercado diversas formulacdes de glifosato a venda. A férmula comercial

conhecida como Roundup® fabricada pela Monsanto é atualmente camped de vendas no Brasil
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e é comercializada sob a forma de diversos produtos, os quais se diferem quanto a proporcao
do principio ativo em sua composicdo (MONSANTO, 2014). Outros fabricantes também
produzem férmulas comerciais a base de glifosato, como por exemplo: Mata-Mato da Bio

Carb Industria Quimica Ltda; Glizmax da Dow AgroSciences, entre outros.

1.4.2 Efeitos do Roundup® sobre a satide de mamiferos

Existem diversos trabalhos relacionados na literatura abordando os efeitos do
herbicida Roundup® sobre a satde de mamiferos. Estudos com ratos Wistar mostraram que a
exposicdo materna a formulagdo comercial de glifosato Roundup Transorb® perturbou o
processo de masculinizacdo da prole através de alteracBes nos pardmetros histologicos e
enddcrinos do sistema reprodutor. Essas mudancas estavam associadas principalmente a
hipersecrecdo de androgenos e aumento da atividade gonadal e producéo de espermatozoides,
com presenca de espermatozoides anormais além de atraso na separacdo balanoprepucial,
marco da puberdade (ROMANO et al., 2009 e 2012). Outro estudo realizado com exposi¢do
dos ratos nos periodos pré e pés-natal ao Roundup®, mostrou que esse herbicida produziu uma
diminuicdo em namero dos espermatozoides na cauda do epididimo e reducdo da producéo
diaria de esperma na prole, além de uma reducdo dose-dependente da testosterona presente no
soro, um aumento da porcentagem de espermatozoides anormais e sinais de degeneracao das
espermatides. (DALLEGRAVE et al., 2007).

Estudos em linhagem de células tumorais de Leyding MA-10 de camundongos
expostas ao Roundup® mostraram a inibicdo da expressdo da proteina StAR (Steroidogenic
Acute Regulatory Protein), responsavel por mediar a etapa limitadora na esteroidogénese, ou
seja, 0 inicio da sintese de todos os hormonios esteroides (WALSH et al., 2000). Esses
resultados caracterizam esse agrotoxico como um possivel disruptor enddcrino em mamiferos.

Além disso, h& na literatura, trabalhos demonstrando que as formulagdes de glifosato
sdo capazes de induzir efeitos genotdxicos, com influéncia direta sobre 0 DNA das células e
stress oxidativo. Em linfocitos de sangue periférico bovino, ocorreu aumento significativo no
indice de troca de cromaétides irmds (SCE) e também reducdo dos indices de proliferacdo e
mitose celular (SIVIKOVA, 2006). Em camundongos Swiss CD-1, tratados com injegdes
intraperitoneais contendo Roundup®, foi observado um aumento na ocorréncia de quebra de
fita simples de DNA e alteracdes cromossomais nas células do figado e rim. Além disso,
houve aumento no nimero de microndcleos em células de medula dssea dos camundongos
expostos ao herbicida (BOLOGNESI et al., 1997).
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Ratos machos tratados com injecBes intraperitoneais contendo Roundup®
apresentaram danos irreversiveis em seus hepatdcitos, perceptiveis através do vazamento de
enzimas hepaticas para o sangue, além da inducéo de stress oxidativo no figado com aumento
nos niveis de 6xido nitrico (EL-SHENAWY, 2009). Outro estudo com mitocéndrias isoladas
de figado de rato demonstrou que o tratamento com Roundup® induziu ao colapso do
potencial elétrico transmembrana devido ao aumento da sua permeabilidade. O agrotoxico
também deprimiu a atividade respiratoria atraves da inibicdo parcial dos complexos
mitocondriais 11 e Il e da atividade da enzima ATPase (PEIXOTO, 2005).

1.4.3 Efeitos do Roundup® sobre a satide humana

Para investigar os efeitos dos agrotoxicos sobre a saude humana, faz-se necessaria a
realizacdo de pesquisas in vitro com células humanas, de forma a simular os efeitos sobre o
organismo.

Estudos com linhagens de células humanas umbilicais (HUVEC), placentarias
(JEG3) e embrionarias (293) mostraram que cinco formulagdes de Roundup® presentes no
mercado europeu foram capazes de induzir necrose e apoptose devido a mudancas na
permeabilidade celular. Os autores demonstraram a amplificacdo da toxicidade celular
induzida pelo glifosato devido a presenca de adjuvantes nessas formulagdes, 0s quais
viabilizaram a entrada do principio ativo nas células, concluindo que 0s mesmos nao sao
inertes (BENACHOUR & SERALINI, 2009).

Trabalhos anteriores realizados pelo mesmo grupo demonstraram que o herbicida
Roundup® em doses baixas néo toxicas (a partir de 0,01% V/V correspondente & concentragéo
210 pmol L de glifosato) é um disruptor da enzima aromatase. A inibicdo direta é
dependente da temperatura e foi confirmada em diferentes tecidos e espécies (linhagens de
placenta e rim embrionarios, testiculares de equinos e extratos placentarios frescos humanos).
Além disso, o glifosato atua diretamente como um inativador parcial de aromatase
microssomal de forma dose-dependente. A citotoxicidade e os efeitos potencialmente
perturbadores no sistema enddcrino pelo Roundup® sdo amplificados com o tempo
(BENACHOUR et al., 2007). Células de linhagem de figado humano HepG2, considerada
como modelo para estudos dos efeitos da toxicidade de xenobidticos, foram expostas a quatro
formulagbes diferentes de Roundup®, as quais apresentaram também atividade anti-
estrogénica, com influéncia direta sobre a enzima aromatase, inibindo a conversdao de

androgenos para estrogénio. Além disso, foi observada a perda de viabilidade e danos ao
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DNA dessas células (GASNIER et al., 2009). Esses dados sugerem que a exposi¢do ao
Roundup® pode afetar a reproducdo humana e o desenvolvimento fetal em caso de
contaminacdo. De fato, uma pesquisa com trabalhadores rurais no Canadad mostrou que a
exposicdo ao glifosato antes da concepcdo aumenta o risco de aborto espontaneo em 20 a 40%
(ARBUCKLE et al., 2001).

O herbicida Roundup® também pode alterar pardmetros sanguineos. A formulagio
Roundup Ultra360® incubada com eritrécitos humanos nas concentragdes 100-1500 ppm
induziu o aumento dos niveis de metaemoglobina ap6s 1 hora de exposicdo, além de aumentar
a peroxidacdo de lipidios a 500 ppm e hemolise na concentracdo de 1500 ppm (PIENIAZEC
etal., 2004).

As propriedades citotoxicas e genotoxicas de Roundup® foram investigadas sobre
células epiteliais bucais humanas (linhagem TR146), visto que muitos trabalhadores sdo
expostos via inalagdo ao herbicida. A férmula comercial induziu efeitos agudos a partir de
concentragdes maiores que 40 mg L™ apds 20 minutos de exposicdo, identificados através de
danos na membrana celular e prejuizos a funcdo mitocondrial. Além disso, a presenca de
micronucleos e extrusdes nucleares, indicativos de danos ao DNA, foi observada em células
expostas por 20 minutos a doses entre 10-20 mg L™ (KOLLER et al., 2012).

Existem ainda evidéncias de neurotoxicidade causada por exposi¢do ao Roundup®
relatadas em casos pontuais. Um estudo de caso relatou o desenvolvimento de Parkinsonismo
em um homem de 52 anos, ap6s 0 mesmo acidentalmente derramar um herbicida a base de
glifosato no corpo (COSTA et al., 2003). Outro caso reportado na China relata o surgimento
dessa mesma doenga em uma mulher de 44 anos exposta por trés anos ao glifosato durante o
periodo em que trabalhou em uma fabrica de agrotoxicos. A sindrome do Parkinsonismo é

caracterizada por tremores, hipocinesia, rigidez e instabilidade postural (WANG et al., 2011).

1.5 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco séo celulas indiferenciadas, com ampla capacidade de
autorrenovacao, ou seja, podem se multiplicar por longos periodos sem se especializar em um
tipo celular definido. Isso proporciona uma reposicao ativa de maneira constante nos tecidos.
Outra caracteristica interessante é a capacidade de especializarem nos mais diversos tipos
celulares, desempenhando um papel regenerativo em tecidos que sofreram injuria
(LEMISCHKA, 2005). Na comunidade cientifica, sdo bem caracterizadas: as células-tronco
embrionarias, as quais sdo obtidas do estagio de blastula dos embrides de mamiferos e as
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células-tronco adultas, assim denominadas por estarem presentes na vida pds-natal. Entre o0s
tecidos conhecidos por apresentarem células-tronco adultas, a medula 6ssea foi a mais
estudada como fonte tanto de células-tronco hematopoiéticas (hematopoietic stem cell — HSC)
quanto de células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell- MSC). (BYDLOWSKI et al.,
2009).

As MSCs foram descritas primeiramente por Friedestein e colaboradores em 1968,
como uma populacdo de células clonogénicas aderentes, provenientes da medula dssea, em
formato de espicula, com grande capacidade proliferativa, que definiu como formadoras de
coldnias fibroblasticas (CFU-Fs). Em 1991, devido a capacidade de autorrenovagdo e
diferenciacdo, as células estromais de medula 6ssea foram denominadas de células-tronco
mesenguimais (MSC) por Caplan e colaboradores. Em 2005, a Sociedade Internacional de
Terapia Celular propds o termo células estromais mesenquimais multipotentes, mantendo a
sigla MSC (FRIEDESTEIN et al., 1972; CAPLAN et al., 2001; HORWITZ et al., 2005).

Diversos trabalhos na literatura mostram que as MSCs podem especializar-se em
linhagens germinativas diferentes daguelas relacionadas a linhagem mesodérmica. Além de se
diferenciarem em osteoblastos, condroblastos e adipdcitos, essas células também teriam o
potencial de diferenciacdo endodérmico e neuroectodérmico gerando, por exemplo, neurénios
e hepatécitos (KOLF et al., 2007). Em relacdo as suas fungdes, as MSCs fornecem suporte
estrutural e regulam a passagem de células através dos tecidos. Embora essas células tenham
uma capacidade de diferenciacdo mais limitada que as células-tronco embrionarias, as quais
sdo consideradas totipotentes, as mesmas apresentem como vantagens a facilidade de
isolamento e de propagacdo em cultura e o fato de ndo serem imunogénicas, devido a baixa
expressdo de MHC de classe 11 e de moléculas coestimulatérias (LE BLANC & RINGDEN,
2005).

Estudos afirmam que as MSCs estdo associadas a parede dos vasos sanguineos
contribuindo para a manutencdo da homeostasia tecidual e do sistema imune, através de uma
protecdo dos tecidos injuriados contra respostas imunes acentuadas, promovendo reposi¢éo
celular e regeneracgéo tecidual (DA SILVA MEIRELLES et al., 2008; CRISAN et al., 2008;
SCHMITT et al.,, 2012). Outros trabalhos presentes na literatura relatam que as MSC
apresentam propriedades importantes de imunossupressao e imunorregulacdo, sendo capazes
de modular a fungdo de células do sistema imune inato e adaptativo, podendo induzir
tolerancia imune (NAUTA & FIBBE, 2007; WILLIAMS & HARE, 2011).

Sabe-se atualmente que as MSCs podem ser encontradas ndo somente na medula

0ssea, mas tambem nos tecidos mesenquimais presentes em todos os 6rgéos do corpo. Celulas
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com caracteristicas de células-tronco mesenquimais ja foram isoladas de pulmdes
(SABATINI et al., 2005), liquido amnidtico (DE COPPI et al., 2007), membrana sinovial (DE
BARI et al., 2001), sangue menstrual (MUSINA et al., 2008), polpa dental (GRONTHOS et
al., 2000), sangue periférico (KUZNETSQV et al., 2001), corddo umbilical (SECCO et al.,
2008) e tecido adiposo (ZUK et al., 2001).

Em 2006, foram propostos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular trés
critérios minimos para definir células-tronco estromais mesenquimais humanas. Séo eles:

1 — Capacidade de aderéncia ao plastico quando mantidas em condicGes padrdo de
cultivo;

2 — No minimo, 95% das MSC cultivadas devem expressar os antigenos de superficie
CD105, CD73 e CD90 e ndo devem expressar CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD19 ou
CD79a0. ¢ HLA-DR (n&o ultrapassando 2% da populacdo positiva para esses marcadores);

3 — Multipoténcia, ou seja, capacidade de se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e
condroblastos sobre condicdes padrdo de diferenciacdo in vitro (DOMINICI et al., 2006).

Para a obtencdo de células-tronco da medula 6ssea, ha uma dificuldade devido a dor,
morbidade e ao baixo numero de células coletadas. Isso tem levado ao uso de fontes
alternativas de MSCs para pesquisa. O tecido adiposo humano contém uma fracdo estromal de
facil isolamento, e as células-tronco humanas derivadas de tecido adiposo (hASCs- human
adipose-derived stem cells) podem ser obtidas do lipoaspirado proveniente de cirurgia estética
(ZUK et al., 2002).

Assim como as MSCs de medula 6ssea, as hASCs sdo capazes de se diferenciar in
vitro em células da linhagem osteogénica, adipogénica, condrogénica e miogénica. Outros
trabalhos demonstraram o potencial de diferenciacdo dessas células em células endoteliais
(PLANAT-BENARD et al., 2004), cardiomiécitos (STREM et al., 2005), células pancreaticas
(TIMPER et al., 2006), neur6nios (ZUK et al., 2002; ANGHILERI et al., 2008) e hepatdcitos
(AURICH et al., 2009). Os marcadores antigénicos de superficie das hASCs séo semelhantes
ao das MSCs, além da vantagem de as hASCs exibirem maior cinética de proliferacdo e

poderem ser cultivadas por mais tempo sem entrarem em senescéncia (LOCKE et al., 2009).

1.6 Cultivo em meio livre de suplementacéo animal

A manutencdo das atividades metabolicas, crescimento e proliferacdo das células
humanas cultivadas in vitro dependem das condicdes de cultura a que estdo submetidas. E

necessario que essas condi¢cdes mimetizem a fisiologia in vivo, principalmente em relacéo a
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condigdes de temperatura, pH, osmolaridade e suprimento de oxigénio. O microambiente
adequado para o cultivo celular depende de duas condi¢bes principais: 1- o substrato de
cultura, ou seja, superficies que propiciem a ligacdo e propagacao das células; e 2- 0 meio de
cultura, que fornece todos os tipos de moléculas sollveis importantes: nutrientes, sais,
horménios, fatores de crescimento, tamponamento e oxigenacdo (BRUNNER et al., 2010).

O soro fetal bovino (SFB) é considerado um suplemento indispensavel utilizado
ubiquamente em meios de cultura celular. Entretanto, em sua composi¢cdo, ha proteinas
Xenogénicas que podem ser internalizadas ou aderir & superficie das células-tronco
provocando reacdes imunoldgicas (SPEES et al., 2004; MARTIN et al., 2005; HEISKANEN
et al., 2007). Adicionalmente, existe um risco consideravel de o SFB conter endotoxinas,
microorganismos patogénicos, como virus, bactérias e prions (MANELLO & TONTI, 2007),
0s quais sdo indesejaveis para o cultivo. Por fim, é importante destacar que os lotes desse
suplemento podem apresentar variagdes nas concentragcdes de nutrientes e seu uso representa
um problema ético devido a morte de milhdes de fetos para sua obtencdo (BRUNNER et al.,
2010).

Diante desses problemas, estudos recentes tém tentado substituir a suplementacéo
animal pela humana. Na literatura, diversos estudos relatam o uso de suplementos como soro
humano alogénico ou aut6logo (LIN et al., 2005; PEREZ-ILZARBE et al., 2009; PAULA et
al., 2013), o plasma humano autélogo (LIN et al., 2005), soro humano AB alogénico ou
autélogo (KOCAOEMER et al., 2007; LINDROOS et al., 2010), plasma rico em plaquetas —
trombina ativada (KOCAOEMER et al., 2007; KAKUDO et al., 2008, CHO et al., 2011,
AMABLE et al.,, 2014), plasma autélogo derivado da medula dssea (SCHECROUN &
DELLOYE, 2004; SUN et al., 2008), lisado plaquetario humano (PEREZ-ILZARBE et al.,
2009) e meios de cultura quimicamente definidos, livres de soro (VAN DER VALK et al.,
2010; GOTTIPAMULA et al., 2013).

Para a realizacdo desse trabalho, foi escolhido como suplemento o plasma alogénico
humano (PH). Estudos presentes na literatura mostram que o plasma humano, quando
utilizado em cultivo celular, é capaz de induzir o aumento da proliferagdo de células-tronco
humanas in vitro (KAKUDO et al., 2008 e AMABLE et al., 2014). Outras vantagens do uso
dessa suplementacdo sdo: facilidade de obtencdo, como por exemplo, por doagdes de bolsas
dos bancos de sangue e a eliminacdo de fatores de origem animal da cultura de células. Como
uma possivel desvantagem, deve-se levar em consideracdo a qualidade do plasma, uma vez
que este deve estar livre de contaminacdo por agentes infecto-contagiosos causadores de

doencas humanas, exigindo um controle de qualidade na obtencéo do sangue de doadores.
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2 JUSTIFICATIVA

A realizacdo desse trabalho justifica-se pela necessidade de se fomentar a pesquisa
na area da saude humana relacionada aos efeitos agudos e crénicos do uso de agrotdxicos,
considerando que o Brasil se situa h& seis anos no primeiro lugar do ranking mundial no
consumo desses produtos (2008-2013) (TERRA, 2014).

O uso indiscriminado dos mais diversos principios ativos e produtos no pais € um
problema de saude publica, devido ao grande numero de doencas crbnicas e graves
correlacionadas, tais como: malformacdes congénitas, efeitos deletérios sobre os sistemas
nervoso, hematopoiético, cardiorrespiratorio, geniturinario, gastrointestinal, hepatico,
enddcrino, imunoldgico, e até mesmo o risco aumentado do desenvolvimento do cancer
(SILVA J.M. et al., 2005). Esses problemas tornam extremamente necessarias constantes
reavaliacdes dos potenciais efeitos dos agrotdxicos para a salde humana.

Ha seis anos, o glifosato integra uma lista de produtos que precisam passar por uma
reavaliacdo toxicoldgica. Entretanto, esse processo, coordenado pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) tem enfrentado problemas devido as acdes judiciais
movidas pelos fabricantes desse herbicida e a grande demanda de atividades realizadas pelo
orgdo (TERRA, 2014). Por isso, é importante que mais pesquisas sobre os efeitos tdxicos
desse herbicida sejam realizadas para uma resolucdo rapida desse entrave. Estudos
internacionais mostram que a toxicidade do glifosato é aumentada na presenca de adjuvantes
da formulagio comercial (BENACHOUR & SERALINI, 2009), justificando a escolha do
Roundup® para a realizagdo desse trabalho.

Além disso, nos ultimos anos, células-tronco humanas vém sendo utilizadas em
ensaios toxicologicos e de drug screening, devido a sua sensibilidade aos compostos quimicos
(KANG & TROSKO, 2011; SCANU et al., 2011). Em 2006, Hoogduijn e colaboradores
realizaram um trabalho demonstrando o efeito de inseticidas anticolinérgicos em células-
tronco mesenquimais humanas (MSCs). Foi observado que esses pesticidas influem na
regulacdo dos processos de diferenciacdo das MSCs. Assim, é possivel que as células-tronco
mesenquimais sejam um bom modelo para estudos dos efeitos de agrotdxicos sobre a saude
humana devido a uma série de fungbes importantes desempenhadas por essas células no

organismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

O objetivo geral desse trabalho foi averiguar a toxicidade da formulagdo comercial
do herbicida glifosato sobre células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (hASCs) em

um modelo de exposicdo agudo e crénico.
3.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar fenotipicamente as células-tronco derivadas de tecido adiposo humano

(hASCs) cultivadas em meio de cultura suplementado com plasma humano;

b) Avaliar a viabilidade das células-tronco derivadas de tecido adiposo humano
cultivadas por curto e longo prazos na presenca do agrotoxico em estudo;

c) Investigar a inducdo de apoptose e necrose em hASC expostas a curto prazo a
formulacéo comercial de glifosato, visando compreender os mecanismos de toxicidade

deste herbicida;

d) Avaliar a capacidade de diferenciacdo adipogénica e osteogénica das hASC cultivadas

na presenca ou auséncia do agrotoxico.



36

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolamento e cultivo das células-tronco derivadas de tecido adiposo

O tecido adiposo humano foi obtido conforme o consentimento de pacientes
saudaveis submetidos a cirurgia de lipoaspiracdo no Nucleo de Cirurgia Pléstica situado em
Belo Horizonte, MG, de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Minas Gerais (Plataforma Brasil- CAAE: 22912213.
3.0000.5149). Geralmente estas amostras sdo retiradas dos flancos direitos e esquerdos e
regides infra e supraumbilical. As amostras foram coletadas em seringas estéreis e levadas
com rapidez ao Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da UFMG para seu processamento.

Em capela de fluxo laminar, o lipoaspirado foi distribuido para tubos conicos de
polietileno de 50 mL estéreis e, em seguida, centrifugado por 6 minutos a 234x g em tampao
salina fosfato 0,15 mol L%, pH 7,2 (PBS) para lavagem. As porcdes contendo 6leo, células
sanguineas e PBS foram retiradas e o restante do tecido contendo gordura foi tratado para
digestdo da matriz extracelular com solucdo de colagenase tipo | 0,10% (Life Technologies)
em PBS, por 1 hora, em estufa a 37 °C, atmosfera imida e 5% CO>. Durante esse periodo, a
cada 15 minutos, o tubo contendo a gordura era agitado vigorosamente. Apds 1 hora, o tubo
foi centrifugado a 234 g por 10 minutos. Ao final da centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado contendo a fracdo celular foi ressuspenso em meio de cultura
DMEM suplementado com 10% V/V plasma humano (PH) e transferido para garrafas de
cultura celular T-25 (Sarstedt®) que foram mantidas em estufa a 37 °C, atmosfera imida e 5%
VIV COz. Apos dois dias de cultivo, o contetdo das garrafas de cultura foi transferido para
tubos de polietileno (15 mL) e centrifugado a 234x g a 24 °C por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado, o precipitado formado ressuspendido em meio de cultura 10% V/V plasma
humano e acondicionados em novas garrafas de cultura celular T-25.

A cada dois dias 0 meio de cultura foi removido e as células lavadas com 10 mL de
PBS para remocdo de células sanguineas residuais e ndo aderentes. Quando as células
atingiram 80% de confluéncia, o0 meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas
novamente com 10 mL de PBS e tratadas com 0,5 mL de tripsina 0,05% m/V EDTA
(LifeTechnologies®), por 5 minutos. Apés a agdo da tripsina, esta foi inativada com meio de

cultura contendo plasma e a suspensdo formada foi dividida em novas garrafas de cultura
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celular T-75. As células foram expandidas, dessa maneira, até a 4% e 52 passagem para serem
utilizadas nos experimentos, mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium high-glucose) suplementado com plasma humano em atmosfera umidificada, a 37 °C
e 5% CO..

4.2 Meios de cultura celular

Os meios de cultura utilizados nesse trabalho foram preparados com
suplementacdo livre de soro animal (animal-serum free conditions), visando a eliminacdo de

elementos xenobidticos da cultura.
4.2.1 Meio de cultura DMEM

As células-tronco isoladas do lipoaspirado foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium high-glucose, Sigma-Aldrich) suplementado com 5 mmol
L de bicarbonato de sodio (Vetec); 100 U mL* de penicilina, 0,1 mg mL™ de estreptomicina
e 0,25 pg mL? de anfotericina B (PSA - Sigma-Aldrich); 60 mg L de gentamicina
(Schering-Plough). O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, os meios foram
filtrados com membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 um (Millipore). A

suplementacdo do meio foi realizada com plasma humano 10% V/V.
4.2.2 Obtencéo de plasma humano para suplementac¢édo do meio de cultura

As bolsas de plasma foram obtidas da Clinica Romeu Ibrahim de Carvalho Ltda, Juiz
de Fora- MG. O plasma obtido do sangue total com anticoagulante (CPDA-1 - &cido citrico,
citrato de sodio, fosfato de sodio e dextrose) foi transferido para tubos conicos de polietileno
de 50 mL onde foi adicionada solugdo de CaCl: (cloreto de calcio) 0,025 mol L. Os tubos
foram colocados em banho-maria a 37 °C por 15 minutos e armazenados em geladeira por 24
horas. Posteriormente, foi feita centrifugagcéo a 1.465 g por 10 minutos e a rede de fibrina
formada foi retirada. O sobrenadante foi coletado, inativado a 56 °C em banho-maria, por 30
minutos e a seguir acrescentado ao meio de cultura DMEM em uma concentragdo
correspondente a 10% do volume total (DMEM 10% PH).
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4.2.3 Meio Osteogénico

Nos experimentos de diferenciacdo das células tronco derivadas de tecido adiposo,
utilizamos meio osteogénico composto por DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium high-
glucose, Sigma-Aldrich) suplementado com 0,1 pmol L de dexametasona (Aché), 10 m mol
L de B-glicerofosfato (Sigma), 50 umol L de &cido ascorbico (Sigma) e 10% de plasma
humano (ZHENG et al., 2013). O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, 0 meio foi

filtrado com membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 um.
4.2.4 Meio Adipogénico

Na composicdo do meio adipogénico para diferenciagédo celular, utilizamos DMEM
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium high-glucose, Sigma-Aldrich®) suplementado com 0,1uM
de dexametasona (Aché®), 50 pmol L de indometacina (Sigma®), 100 Ul de insulina (Eli
Lilly), 0,5 mmol L de isobutil-metilxantina (Sigma®) e 10% de plasma humano (SEKIYA et
al., 2004). O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o0 meio foi filtrado com

membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 pm.
4.3 Diluicéo da formulacdo comercial Roundup® e exposicdo das hASCs ao herbicida

Nesse trabalho, utilizamos o produto comercial Roundup Original® sob a forma
concentrada soluvel com equivalente &cido de N- (fosfonometil) glicina (glifosato) na
concentragdo 360 g L. O seu nimero de registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento é 898793, e o produto pertence a classe toxicoldgica Ill- Medianamente
Téxico e possui potencial de periculosidade ambiental grau Ill- Perigoso ao Meio Ambiente
(MONSANTO, 2014).

As hASCs foram expostas as diferentes concentracbes do herbicida, o qual foi
diluido em meio DMEM em concentracfes decrescentes partindo de uma solucdo concentrada
inicial 1% V/V, e avaliadas pelo ensaio de viabilidade celular (item 4.4). Tal propor¢édo de 1%
é a recomendada para o preparo da calda a ser aplicada na maioria dos cultivares para 0s quais
o glifosato € recomendado (MONSANTO 2014b). As diluicbes em nove concentracfes
decrescentes do herbicida no intervalo de 1% a 0,01% V/V compreendem 3.600 pg mL™* a 36

ug mL* do glifosato, o seu principio ativo.
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4.4 Ensaio de Viabilidade celular

A viabilidade das hASC foi mensurada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), cujo principio se baseia na capacidade das enzimas
desidrogenases, presentes em células viaveis, em converter o sal de MTT em cristais de
formazan. O numero de células viaveis € diretamente proporcional & quantidade de cristais
produzidos (MOSMANN, 1983).

As células cultivadas no meio de cultura DMEM suplementado com plasma humano,
foram plaqueadas em placas de 24 pocos (TPP) na densidade de 5x10° células/pogo contendo
1 mL de meio de cultura. Apds 24 horas, esse meio de cultura foi substituido pelos meios
correspondentes aos tratamentos conforme descrito no item anterior. As células foram
incubadas a 37 °C, atmosfera imida e 5% CO. em diferentes tempos: 24h, 48h, 72h, 7, 14 e
21 dias. O meio foi renovado a cada dois dias de cultivo.

Ao término de cada periodo de incubacdo, 0 meio de cultura foi removido sendo
adicionado 210 pL/pogo do respectivo meio de cultura DMEM. Em seguida, foram
acrescentados 170 pL/poco de solugdo de MTT (5 mg mL™?) (LifeTechnologies®) e a placa foi
incubada em estufa a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO., por 2 horas. As células foram
observadas ao microscépio de luz (MOTIC AE2000) para visualizacdo dos cristais de
formazan. Os cristais formados foram solubilizados por meio da adi¢do de 210 pl/poco de
uma solugdo de SDS 10% HCI (4cido cloridrico 0,01 mol L™ - 10% V/V de dodecil sulfato de
sodio em agua) seguido de incubacdo em estufa a 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO2, por 18
horas. Apos esse periodo, 100 pL de cada pogo foram transferidos para uma placa de 96 pocgos
de fundo reto (Nunc®), em triplicata, e a densidade 6tica foi mensurada no espectrofotdmetro
a 595 nm.

Para estudo dos efeitos agudos na viabilidade celular, as hASCs foram expostas a
curto prazo ao Roundup®: 24, 48 e 72 horas. A IC50 do herbicida também foi determinada
pelo ensaio de metabolizacdo do MTT apds um tempo de exposicdo de 24 horas. Para estudos
dos efeitos cronicos, decorrentes da exposicao ao herbicida por um tempo mais prolongado, a
viabilidade das hASCs foi mensurada semanalmente por até 21 dias em meios com diferentes
composicdes ou tratamentos, conforme descrito a seguir: DMEM 10% PH (controle); DMEM
10% PH + Roundup® (teste); Meio Adipogénico 10%PH (controle); Meio Adipogénico
10%PH + Roundup® (teste); Meio Osteogénico 10% PH (controle) e Meio Osteogénico 10%

PH + Roundup® (teste). A dose escolhida para as analises cronicas foi a de 36 pg mL™,
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correspondente a 100 vezes menos a quantidade de glifosato que é aplicada na lavoura. Todos

0s ensaios foram realizados em triplicata.
4.5 Curva de crescimento celular

A curva de crescimento das hASCs cultivadas no meio de cultura DMEM
suplementado 10% de PH foi determinada pela contagem do ndmero de células em tempos
definidos. A partir da realizacdo desse ensaio, é possivel calcular o tempo de duplicacdo
celular. No tempo zero, 1 x 10* células, na 42 passagem, foram semeadas em placas de 6 pogos
e incubadas a 37 °C, atmosfera imida e 5% CO> pelos seguintes intervalos de tempo: 1, 3, 7 e
9 dias.

Ao final de cada intervalo, as células foram removidas das placas com 250 uL de
tripsina 0,05% EDTA. Ap6s 5 minutos na estufa a 37 °C, 5% CO, a atividade da tripsina foi
inativada com meio DMEM. Posteriormente, foram centrifugadas a 234x g por 6 minutos,
ressuspendidas em 1 mL de DMEM 10% PH e contadas em camara de Neubauer.

O tempo de duplicacdo das células cultivadas foi determinado utilizando-se a
seguinte férmula:

y = (T2 -T1) x logi02 + logi0(N2 + N1)

na qual,

y: tempo de duplicacéo;

T2: horario de contagem das células;

T1: horario de plagueamento das células;

N2: nimero de células contadas nos tempos definidos;

N1: nimero de células plaqueadas.

4.6 Atividade da enzima fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina (FA) foi avaliada por meio do ensaio de
BCIP-NBT (LifeTechnologies®). Trata-se de uma reagdo cromogénica decorrente da clivagem
do grupamento fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina) pela FA
produzida pelas células. Essa reagdo produz uma coloracdo azulada e um préton que, por sua
vez, reduz o NBT (nitroblue tetrazélio cloridrico), formando um precipitado insoltvel de cor
purpura (VALERIO et al., 2004).
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As hASCs, cultivadas em meio de cultura DMEM suplementadas com PH na quarta
passagem, foram semeadas em placas de 24 pocos na densidade de 5x10° células/pogo
contendo 1 mL de meio de cultura correspondentes aos seguintes tratamentos: DMEM 10%
PH (controle); DMEM 10% PH + Roundup® (teste); Meio Osteogénico 10% PH (controle) e
Meio Osteogénico 10% PH + Roundup® (teste). Em seguida, foram incubadas a 37 °C,
atmosfera umida e 5% CO», por 1, 7, 14 e 21 dias. O meio foi renovado a cada dois dias de
cultivo.

Ao término de cada periodo de incubagdo, o meio de cultura foi descartado, as
células foram lavadas com tampao fosfato (PBS) 0,15 mol L, pH 7,2 e incubadas com 200
uL/pogo da solugao de BCIP-NBT (preparada de acordo com as instru¢des do fabricante) a
37°C, atmosfera Umida e 5% CO, por 2 horas.

Ap6s o periodo de incubagdo, os precipitados de cor parpura formados foram
visualizados em microscopio de luz. Em seguida, foram adicionados 210 pL/po¢o de SDS
10%-HCI para a solubilizacdo dos precipitados. As placas foram incubadas em estufa a 37°C,
atmosfera umida e 5% COg, por 18 horas. Apds este periodo, um volume de 100 pL de cada
poco foi transferido, em triplicata, para uma placa de 96 pocos e a densidade 6tica foi medida
em espectrofotdbmetro a 595 nm. Durante o experimento, todos os passos foram executados

em condicOes de minima luminosidade.
4.7 Caracterizacdo do imunofenétipo das hASCs

As hASCs cultivadas em DMEM suplementado com plasma humano foram
caracterizadas por citometria de fluxo pela analise da expressdo das moléculas de superficie
celular CD105, CD73 e CD90, marcadores comuns de MSCs. Para verificar a existéncia de
contaminagfes na cultura com células-tronco hematopoiéticas, também foi analisada a
presenca das moléculas de superficie celular deste tipo celular: CD34, CD45, CD14 e CD19.
As células também foram caracterizadas em relacdo a expressdo do complexo de
histocompatibilidade principal de classe II: HLA-DR (DOMINICI et al., 2006)

As células, na quarta passagem, foram plaqueadas na densidade de 5x10°
células/poco em placa de 96 pocos (fundo em U) e incubadas com 0,4 pg de anticorpos
primarios (Tabela 2) a 4 °C, por 30 minutos. Apos a incubacdo, as células foram lavadas com
PBS 0,15 mol L, pH 7,2 e incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti-lgG de
camundongo feito em cabras (Life Technologies), na dilui¢do de 1:500 a 4 °C por 30 minutos.

Os anticorpos que ja possuiam ligacdo com algum fluorocromo ndo foram incubados com
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anticorpo secundario. Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS 0,15 mol L™
e pH 7,2 e fixadas em formaldeido a 4% (Cromaline). Como controle negativo de
fluorescéncia, foi adicionado o anticorpo secundario as células ndo marcadas com o anticorpo
primario. Células sem qualquer tipo de marcacdo foram fixadas e utilizadas para gerar o
grafico de tamanho versus granulosidade com a finalidade de estabelecer a populagdo a ser

analisada.

Tabela 2 — Anticorpos primérios utilizados na imunofenotipagem por citometria de

fluxo
Antigeno Tipo Espécie Conjugado  Fornecedor Diluicao
CD105 Monoclonal ~ Camundongo FITC BD® Biosciences  1:20
CD73 Monoclonal ~ Camundongo PE BD® Biosciences  1:10
CD90 Monoclonal ~ Camundongo - BD® Biosciences  1:41
CD34 Monoclonal ~ Camundongo - Santa Cruz 1:20
CD45 Monoclonal ~ Camundongo - BD® Biosciences  1:62
CD14 Monoclonal ~ Camundongo - BD® Biosciences  1:62
CD19 Monoclonal ~ Camundongo - BD® Biosciences  1:62
HLA-ABC Monoclonal ~ Camundongo FITC Abcam 1:10

A aquisicao dos dados foi feita por meio do citdmetro de fluxo Guava easyCyte 6-2L
(Merck Millipore®). Foram obtidos 5000 eventos, em triplicata, e os dados foram analisados
no programa FlowJo. Primeiramente, a populacdo de células de cada cultura a ser avaliada foi
delimitada a partir do grafico de tamanho versus granulosidade gerado pela analise das células
que ndo foram submetidas a nenhum tipo de marcacdo. Posteriormente, um grafico de
histograma foi criado para determinar a regido do controle negativo de fluorescéncia referente
as células incubadas apenas com o anticorpo secundario. Definidos estes parametros, foram

realizadas as andlises das células marcadas, com anticorpos primarios e secundarios.
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4.8 Inducdo da diferenciagéo osteogénica

Para promover a diferenciacdo osteogénica, as hASCs, na quarta passagem, foram
semeadas na densidade de 1x10* células/poco em placas de 6 pocos contendo 2 mL de meio
osteogénico 10% PH com e sem adicdo de Roundup® (na concentracdo 36 pg mL™2). As
placas foram incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO., por 1, 7, 14 21 dias. Como
controle, as células também foram cultivadas no meio de cultura DMEM, com e sem adicao
de agrotdxico, na auséncia dos fatores indutores, nas mesmas condi¢fes. O meio de cultura foi
renovado a cada dois dias. Os ensaios para comprovar a diferenciacdo foram realizados ap6s o
término de cada periodo de incubacdo e estdo descritos a seguir. Todas as culturas e
experimentos envolvendo o meio de diferenciacdo osteogénico foram realizados em condi¢coes
de minima luminosidade. Para avaliar a atividade da FA durante a inducdo da diferenciacdo
osteogénica, foi realizado o ensaio de BCIP/NBT ap0s 1, 7, 14 e 21 dias, conforme descrito
no item 4.6.

4.8.1 Avaliacdo da mineralizacdo e expressao génica na diferenciacdo osteogénica

Para avaliar a mineralizacdo durante a inducdo da diferenciacdo osteogénica foi
realizada a coloracdo pelo método de Von Kossa (SHEEHAN & HRAPCHAK, 1980).

Ao término do periodo de 21 dias de indugdo da diferenciacdo osteogénica, as células
foram lavadas com PBS 0,15 mol L, pH 7,2 e fixadas com élcool etilico 70% por 24 horas.
Apbs a fixacdo, as células foram lavadas abundantemente com agua destilada. Foi adicionado
1 mL/pogo de solucdo de 5% de nitrato de prata (AgNOs) (Vetec®) em agua e as células foram
expostas a luz ultravioleta, por 1 hora. A solucdo de AgNOs foi removida e as células foram
lavadas com &gua destilada para posterior adicdo de solucdo de 5% de tiossulfato de sddio
(Cinética Quimica Ltda) em &agua, por 5 minutos. Foi realizada, novamente, lavagem
abundante com agua destilada e as células foram coradas com eosina por 40 segundos. Foi
feita a observacdo ao microscopio de luz e fotodocumentagdo (OLYMPUS 1X70) para
demonstracdo da presenca de mineralizacéo indicada pela coloragdo negra ou marrom.

Apos 21 dias de inducdo da diferenciacdo osteogénica, foi realizada a extracdo do
RNA, a sintese da primeira fita de cDNA e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a fim de
comprovar a diferenciacdo por meio da amplificacdo especifica de fragmentos dos genes que
codificam para FA, osteopontina, runx2 e colageno tipo I.
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4.8.2 Extracio de RNA total

O RNA total foi extraido das células utilizando-se 1 mL do reagente Trizol
(LifeTechnologies®) por poco da placa de 6 pogos seguindo as recomendacgdes do fabricante.
O RNA foi solubilizado em agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)
(LifeTechnologies®). A concentragdo do RNA foi determinada pela leitura da absorbancia a
260/280nm em nanodrop (Multiskan Go-Thermo® Scientific) e a qualidade do RNA foi
testada em gel de agarose 1%. (Sigma-Aldrich®). As amostras foram estocadas a —80°C até o
momento de uso.

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse (RQ1 DNAse Promega) a 37 °C por
30 minutos em tampao apropriado. A seguir, foi feito um passo de purificacdo do RNA com

fenol-cloroférmio (Sigma-Aldrich®) e a precipitagdo com etanol.

4.8.3 Sintese da primeira fita de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir do RNA total, utilizando-se o
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Inicialmente, 2 pg de cada amostra de RNA total foi incubado
com 0,5 pg de oligo (dT)s a 65 °C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados as
amostras, 5X reaction buffer, 20 unidades Ribolock® RNase inhibitor, 2 uL de dNTP mix
(10mM) e 200 unidades da enzima RevertAid® H Minus M-MuLV RT e, em seguida, as
amostras foram incubadas por 60 minutos a 42 °C. A reacdo foi interrompida pelo

aquecimento a 70 °C por 5 minutos.

4.8.4 Reagdo em cadeia da polimerase

A primeira fita de cDNA sintetizada foi utilizada na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) objetivando a amplificacdo especifica de fragmento dos genes codificantes das
proteinas FA, osteopontina, runx2 e colageno tipo I. Como controle positivo da reagdo
também foi amplificado o segmento génico que codifica a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), enzima expressa constitutivamente pelas células. Para reacdes de 10
uL de volume final, foram utilizados: 1X Green Go Taq Reaction Buffer, 25 pmol L? de

dNTP, 2 mmol L™ MgCly, 0,5 pmol L dos iniciadores (primers) especificos, 1 U de GoTaq
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DNA polimerase (Promega®) e a quantidade de cDNA correspondente a 2,5 pug pL™. Os
primers utilizados estdo descritos na tabela 3.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (PTC-100 MJ
Research. Inc.) programado para um aquecimento inicial de 95 °C por 2 minutos seguidos de
30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 45 segundos a temperatura de anelamento especifica para
cada par de primer, 72 °C por 45 segundo. Para uma extensdo completa dos produtos
amplificados, adicionou-se um passo final de 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados
foram resolvidos em gel de agarose 1% m/V, corados com brometo de etidio (5 pg mL?) e
analisados em transluminador de luz ultravioleta UVP, seguida da aquisi¢do de imagens.

4.9 Inducdo da diferenciacdo adipogénica

Na finalidade de promover a diferenciacdo adipogénica, as hASCs, na 4?2 passagem,
foram semeadas na densidade de 1x10* células/pogo em placas de 6 pogos contendo 2 mL do
meio adipogénico 10% PH com e sem adi¢do de Roundup® (na concentragdo 36 pg mL?). As
placas foram incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO2, por 21 dias. Como controle, as
células também foram cultivadas no meio de cultura DMEM com e sem adicdo de agrotdxico,
na auséncia dos fatores indutores, nas mesmas condi¢cdes. O meio de cultura foi renovado a
cada dois dias. Os ensaios para comprovar a diferenciacdo foram realizados ao término do
periodo de inducéo e estdo descritos a seguir.

4.9.1 Deteccdo do acumulo intracelular de lipideos

A coloracdo com Oil Red O foi realizada a fim de confirmar a diferenciacédo
adipogénica por meio da coloracdo de lipideos presentes no interior das células. Apos 21 dias
de inducédo da diferenciacdo adipogénica, 0 meio de cultura foi removido dos pogos e estes
foram lavados com 2 mL de PBS 0,15 mol L, pH 7,2. Ap6s lavagem, as células foram
fixadas com formalina 10% (Cromaline) por 60 minutos, a temperatura ambiente. Foi
preparada uma solucdo de uso do Oil Red O (Thermo Scientific) composta por 3 partes da
solucéo estoque (300 mg de Oil Red O em 100 mL de isopropanol 99% V/V) para 2 partes de
agua destilada. Ap6s o preparo, essa solucdo de uso foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente e, posteriormente, filtrada em papel filtro. Apds o periodo de fixagéo, a
formalina foi removida dos pocos e estes foram lavados com 2 mL de agua destilada. Foram

adicionados 2 mL de isopropanol 60%V/V (Vetec®) por poco e a placa foi incubada por 5
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minutos a temperatura ambiente. O isopropanol foi retirado e foram adicionados 2 mL da
solucdo de uso do corante por poco. Apds 5 minutos de incubagéo a temperatura ambiente, o
Oil Red O foi removido e os pocos foram lavados com agua destilada. Apos lavagem, foram
adicionados 2 mL de hematoxilina por po¢o, seguido de incubagdo por 1 minuto & temperatura
ambiente. A hematoxilina foi removida e os pocos foram lavados com &gua destilada. A
seguir, foram adicionados 2 mL de &gua destilada e foi feita a observacdo em microscopio de

luz e a fotodocumentacao (OLYMPUS 1X70). Os lipideos foram corados em vermelho.

4.9.2 Andlise da expressao de genes que codificam para leptina, transportador de glicose
GLUT4 e receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARG2)

Apds 21 dias de inducdo da diferenciacdo adipogénica, foi realizada a extracdo do
RNA, a sintese do cDNA e a PCR a fim de comprovar a diferenciacdo por meio da
amplificacdo especifica de fragmentos dos genes codificantes para leptina, transportador de
glicose GLUT4 e receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARG2).
Todos os procedimentos foram realizados conforme descrito anteriormente para a

diferenciacdo osteogénica. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3—- Primers utilizados para PCR

Gene alvo* Sequéncia (5°-3°) Fragmento(bp) 0 anelamento(°C)

ALPL F-TGGTGGAAGGAGGCAGAATTGAC 581 56
R: CAGGACGCTCAGGGGGTAGA

COL1A1 F: TGACGAGACCAAGAACTG 599 62
R: CCATCCAAACCACTGAAACC

RUNX2 F: CCAGGCAGTTCCCAAGCATTT 377 53
R: TCCATCAGCGTCAACACCATC

SPP1 F: GCCGAGGTGATAGTGTGGTT 253 51
R: TGCTTGTGGCTGTGGGTTTC

GLUT4 F: TCTTCGAGACAGCAGGGGTA 228 60
R: AGATGGCCACAATGGAGACG

LEP F: GAACCCTGTGCGGATTCTTG 177 60
R: TGAAGTCCAAACCGGTGACT

PPARG F: CTCCTATTGACCCAGAAAGCGA 310 60
R: GCAGGCTCCACTTTGATTGC

GAPDH F: ACATCGCTCAGACACCATG 143 60
R: TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG

*ALPL - fosfatase alcalina; COL1Al - colageno tipo I; RUNX2: fator de transcricdo runx2; SPP1 —
osteopontina; GLUT4 - transportador de glicose GLUT4; LEP — leptina; PPARG - Receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomos PPARG?2; GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; bp — pares de base
(MARTINS et al., 2014).

4.10 Deteccdo do tipo de morte celular induzida pelo tratamento com agrotoxico

O tipo de morte celular (apoptose ou necrose) induzida pelo tratamento das hASCs
com Roundup® foi analisada pela marcagdo das mesmas com Anexina V- Alexa Fluor 488 e
iodeto de propidio, utilizando-se o kit Annexin V/ Dead Cell Apoptosis Kit (Life
Technologies). Em seguida, foi realizada a fotodocumentagdo ao microscopio de
fluorescéncia (OLYMPUS [X-70) e posterior analise pelo programa Image J. Como controle
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positivo do experimento de morte celular, foi utilizada a droga Cisplatina (cis-
diaminodicloroplatina), um agente antineoplasico e citotoxico cujo mecanismo de acao
baseia-se na ligacdo ao DNA, com formacdo de adutos, originando ligacGes intra e
intercadeias que induzem alteracdes estruturais. O seu efeito citotoxico &, assim, causado pela
inibicdo dos processos de transcri¢do e replicacdo, induzindo a apoptose. A droga também é
capaz de induzir necrose dependendo do tipo celular, estado metabolico e da dose utilizada
(GONZALES et al., 2001; FUERTES et al., 2003; XU et al., 2014).

Para a realizacdo desse ensaio, as hASCs, na quarta passagem, foram semeadas na
densidade de 4x10* células por poco, em placas de 24 pocos, em meio de cultura DMEM. No
dia seguinte, ap6s a adesdo das células, o meio foi trocado pelos meios correspondentes aos
seguintes tratamentos: DMEM 10% PH (controle negativo), DMEM 10% PH + Cisplatina
100 pmol L (controle positivo), DMEM 10% PH + Roundup® 36 pg mL (teste). Apds 24
horas, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas com PBS (tampéo fosfato) 0,5
mol L. Em seguida, 1 mL de tamp&o enriquecido com fons calcio para ensaio de Anexina V
(5X annexin-binding buffer) foi acrescentado a cada poco da placa. Posteriormente, foram
pipetados em cada poco, 4 pL de Anexina V conjugada a Alexa® Fluor 488 e 2 pL de lodeto
de Propidio em condicGes de minima luminosidade. A placa foi incubada na estufa de CO; a
37 °C por 1 hora. Apds esse periodo, seguiu-se a fotodocumentacdo em microscopio de
fluorescéncia utilizando o software ImagePro® e a analise dos dados utilizando o software
ImageJ®.

Dessa forma, foram capturadas imagens de trés campos diferentes de cada poco da
placa, correspondentes a cada tratamento utilizando-se o software ImagePro®. Apds a
aquisicdo das imagens, foi realizada a marcacdo e contagem de células totais (ndo coradas,
imagens feitas em campo claro), células apoptéticas (marcadas em verde), necréticas
(marcadas em vermelho) e duplo-marcadas (verde e vermelho) com auxilio do Imagel®. O
numero de células totais contadas por campo foi normalizado para 100%. A partir dessa
porcentagem, foram determinadas as porcentagens correspondentes ao numero de células
marcadas para apoptose (em verde) e necrose (em vermelho), assim como aquela
correspondente ao numero de ceélulas duplo-marcadas (indicativo de apoptose tardia ou

necrose). O experimento foi realizado em triplicata.
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4.11 AnaAlises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism® 5. Com o objetivo de avaliar a significancia das diferencas observadas entre os grupos
expostos ao agrotoxico avaliados pelo ensaio de MTT (exposicdo aguda), foi realizado o
procedimento de analise One-way ANOVA (andlise unidirecional de variancia) com poés-teste
de Dunnet. A anélise por ANOVA € uma técnica utilizada para comparar as médias de trés ou
mais amostras. Ja o pds-teste de Dunnet € utilizado para comparagfes das médias dos grupos
tratamentos com o grupo controle ou referencial. Para analise da metabolizacdo de MTT ao
longo do tempo de cultivo (tratamento crénico), foi aplicado o teste ANCOVA (analise de co-
variancia), um modelo linear geral que combina andlise de variancia e regressdo. Esses
mesmos grupos, assim como aqueles dos ensaios de atividade de fosfatase alcalina também
foram analisados utilizado-se o método Two-way ANOVA, que analisa a influéncia de duas
variaveis independentes categoricas diferentes (no caso, tempo e concentracdo de agrotoxico)
em funcdo de uma varidvel dependente continua (no caso, metabolizacdo de MTT, dada em
absorbancia). Os dados de morte celular foram avaliados por One-way ANOVA com pds-teste
de Bonferroni, o qual consiste na realizacdo de um teste ¢ para cada par de médias avaliadas.
Esse pos- teste foi utilizado para comparacdo individual dos tratamentos em relagcdo ao
controle. Os resultados foram expressos graficamente em média +desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Isolamento e cultivo das hASCs

Para a obtencdo das células-tronco mesenquimais humanas derivadas de tecido
adiposo, o lipoaspirado de voluntarios foi submetido a processamento mecanico e quimico. O
processamento levou a obtencdo de uma populacdo heterogénea de células, aderentes, de
aspecto fibroblastéide, em formato de espicula e células ndo aderentes. Apos lavagens com
PBS e trocas do meio DMEM 10% PH, seguidas de expansdo até a quarta ou quinta
passagens, as células ndo aderentes foram removidas do cultivo celular. Assim, obteve-se uma
populacdo homogénea de células aderentes, fibroblastoides, com capacidade de
autorrenovacdo e formacdo de colbnias. Essas caracteristicas correspondem aquelas
relacionadas as células-tronco mesenquimais (DOMINICI et al., 2006; P.BOURIN et al.,
2013) (Figura 4). As células provenientes foram entdo mantidas em meio DMEM
suplementado com 10% de plasma humano, e armazenadas em estufa de CO2 5% a 37 °C. Ao
atingirem a quarta passagem, considerada a fase de crescimento e homogeneidade ideal, a

cultura foi utilizada nos experimentos desse trabalho.

Figura4 — Imagem do aspecto morfoldgico das células-tronco mesenquimais humanas
extraidas do produto de lipoaspirado, apresentado na quarta passagem.

Imagem adquirida utilizando-se o microscopio Olympus 1X70. Contraste de fase (DIC),
objetiva 10x. Barra = 100 um.
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5.2 Curva de crescimento das hASCs cultivadas com DMEM 10% PH

E bem estabelecido em literatura o comportamento das hASCs em suplementac&o
bovina (LINDROOS et al., 2011). Para determinar o tempo de duplicacdo e 0 comportamento
celular em cultura suplementado com plasma humano, foi realizado o ensaio de
estabelecimento da curva de crescimento celular. A curva de crescimento das células-tronco
derivadas de tecido adiposo humano cultivadas com plasma humano como suplementacéo foi
obtida por meio da contagem do numero de células nos dias 1 (apés 3 horas), 3, 7 e 9.
Baseado nesse ensaio foi possivel realizar o céalculo do tempo de duplicacdo celular,
utilizando a férmula apresentada anteriormente: y = (T2 — T1) x log102 + logio(N2 + N1),
onde:

y: tempo de duplicacéo;

T2: horério de contagem das células;

T1: horério de plaqueamento das células;

N2: numero de células contadas nos tempos definidos;

N1: nimero de células plaqueadas.

Para realizacdo desse calculo, a partir de uma densidade inicial de 1 x10* células
(N1), com as células na quarta passagem, distribuidas em placas de 6 pocos, foi calculada a
média da contagem de células por poco (N2) presentes nas placas correspondentes a cada
tempo definido. Assim, o tempo de duplicacdo médio das hASCs cultivadas em meio de
cultura DMEM suplementado com PH foi estimado em 1,78 dias, equivalente a
aproximadamente 42 horas. Os dados gerados foram plotados em um gréfico de crescimento
exponencial, relativo a uma reacdo de primeira-ordem, dada por y = yoexp(kxt), onde t € 0
tempo de duplicacéo das células e igual ao logio(2)xk, sendo k a constante de primeira ordem,
obtido da aproximagdo matematica semelhante a equacéo apresentada anteriormente (Gréfico
1).
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Grafico1— Curva de crescimento das hASCs cultivadas em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% PH
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No tempo zero, 1x10* células, na 4 passagem, foram plaqueadas em placas de cultura celular de seis pocos. Nos
dias 1 (ap6s 3 horas), 3, 7 e 9 de cultivo foi feita a contagem do ndmero de células. Tempo de duplicagdo = 1,78
dias. R?=0,9607; n=1.

5.3 Caracterizacdo do imunofendtipo celular

Segundo Dominici e colaboradores (2006), as hASCs devem apresentar um padrdo
de CD (cluster of differentiation — grupo de diferenciacdo) de membrana expecificos: positivo
para CD105, CD73 e CD90 e negativo para CD45, CD34, HLA-DR, CD14 e CD19. Na
quarta passagem, foi feita a andlise do imunofenédtipo das hASCs cultivadas em plasma
humano e, a seguir, estdo representados os histogramas das populacdes celulares (Figuras 5 e
6). A populagdo de células avaliada foi definida a partir do gréfico de tamanho versus
granulosidade, gerado por citometria de fluxo, obtido de células sem marcacdo especifica

(populagdo R1 marcada no Grafico 2).
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Grafico 2 — Representacdo grafica da disperséo lateral e frontal dos eventos obtidos por
citometria de fluxo.
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R1 é a populagéo escolhida para analise dos marcadores das hASCs cultivadas em meio DMEM 10% PH.

A quantificacdo dos histogramas demonstrou que 100% das hASCs expressaram 0s
antigenos CD73 e HLA-ABC; 99,4% expressaram CD105 e; 98,3% expressaram CD90. Ja os
marcadores de superficie para células hematopoiéticas CD34, CD19, CD14 e CD45 foram
expressos em 3% ou menos da populacdo de hASCs (Grafico 3 e 4).
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Grafico 3 -

Histogramas respresentativos da imunofenotipagem das hASCs com o0s
marcadores de células-tronco mesenquimais CD90, HLA-ABC, CD105 e

CD73.
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Os histogramas apresentam o nimero de eventos versus intensidade de fluorescéncia. A curva em tracejado

vermelho corresponde ao controle negativo e a curva preta representa a populagéo de células avaliadas para cada
marcador. CD90:98,3%; CD HLA-ABC:100%; CD105: 99,4% e CD73: 100%.
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Grafico 4 — Histogramas representativos da imunofenotipagem das hASCs para
marcadores de células hematopoiéticas: CD19, CD14, CD45 e CD34.
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Os histogramas apresentam o nimero de eventos versus intensidade de fluorescéncia. A curva em tracejado

vermelho corresponde ao controle negativo e a curva preta representa a populagdo de células avaliadas para cada
marcador. CD19:0, 5%; CD14:2,0%; CD45: 1,4% e CD34: 3,1%

5.4 Efeitos agudos da exposicdo das hASCs ao agrotéxico Roundup®

5.4.1 Curvas de metabolizacdo do MTT pelas hASCs expostas ao herbicida Roundup® de

forma aguda mostram um efeito dose-dependente do produto

Para determinar qual ¢ a acdo do Roundup® nas células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo, estas foram expostas a diferentes diluicdes do herbicida em meio
DMEM partindo da concentracdo que é utilizada na calda aplicada nas lavouras (1% V/V ou
3.600 pug mL de glifosato). O tempo de exposicao foi de 24, 48 e 72 horas. Apds cada tempo
definido, as células foram submetidas ao ensaio de metabolizacdo do MTT. Ao todo, quatro

ensaios de metabolizacdo do MTT com diferentes intervalos de concentraces do herbicida
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foram realizados. Os gréficos resultantes das curvas de exposicdo de 24, 48 e 72 h com o
Roundup® estdo compilados no Gréafico 5. As Gltimas curvas de metabolizagdo do MTT
mostram o ponto de transi¢cdo entre a concentracao de agrotoxico em que as células perdem a
viabilidade (0,025% V/V ou 90 pug mL* equivalente de glifosato) e aquela em que as células
sobrevivem a exposi¢do ao Roundup® (0,010% V/V ou 36 pug mL? de glifosato) em até 72
horas (Grafico 6). Assim, a concentracdo 36 pug mL™ foi a escolhida para os ensaios de

exposicao cronica ao Roundup®.



RESULTADOS

57

Grafico 5 -

expostas ao Roundup®

B

Representacdo grafica das curvas de metabolizacdo de MTT das hASCs

0157 0.5 ok
E £ c Kkk
10 0107 © 5 010]
0 0 B
o) 5 >
< < 2
» 0.054 ) & 0.05-
2 )
2 g @
0.00
0.08+ 0.154 0.154
T *kk
€ 0.061 € £
: & 0104 & 0.0
(2] (2] o0
5 0.044 Kkk 5 o)
) ) Kok )
S < < *kk
%) g 0.054 & 0.051
| i
g om 2 2
0.00 T T Iil 0.00 T T T T 0.00 T L T T
LR R R N R R LR N KR
¥ QT ¥ Q&L KA (\&’Q Q&’Q Q&Q
N O N N Q N N N N Q N N N N N
QO Q QO Q QO QO QO QO QO QO QO 8 QO QO QO
& & & E & E O & L O &
O NN S CRC S AN N S CRPC OO SR SR
Q Q Q S $ & Q R S Q Q N N
GO R R DN GO N S o R R4
RN SN RO S N, RN S N
oY o o oY O oY o
0.25 0.20 0.20
g 0% E 015 E o015
& 015 2 2
5 ; 0.10 ; 0.10
=) =)
< 0.10 *kk < *kk 3:
%} 2 D
9 o5 2 005 é 0.05 *xk
0.00 0.00 0.00 T = T == y T
S S R R S S S R I SR GRS
¢ & & & ¢ & ¢ & & &L
N S S S N & s IS N S S
& T & &S < & & &
RO N AN N O SN d
(,;\Q QQ\Q (g\c ’]3\0 Q’\ (g\c 0“\0 <”“\Q (‘?\0 Q’}, 9§\° QQ\Q (g\e ’f\e N
NN SN NN SN NP N

Os graficos A, B, C correspondem a primeira curva de diluicdo do agrotéxico (1%-0,0001% V/V) testada nas
células-tronco. Os graficos D, E F correspondem ao segundo intervalo (1% -0,010% V/V) de concentracdes de
Roundup® testadas e os graficos G, H e | ao terceiro intervalo testado (0,25%-0,10% V/V). Em A, D, G = 24
horas de exposicdo; B, E, H= 48 horas de exposicdo; C, F, 1= 72 horas de exposi¢do. Os tratamentos foram
comparados em rela¢do ao grupo controle DMEM 10% PH. ABS/ A.U. = Absorbancia em 595 nm. One-Way
ANOVA com pds-teste de Dunnett’s. *p<0,05 e ***p<0,0001; n=3.
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Grafico 6 — Graficos representativos das curvas de metabolizacdo de MTT das hASCs
na exposicdo aguda ao Roundup®
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Metabolizacdo de MTT ap0s 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C) da exposi¢do ao agrotdxico. As curvas
mostram 0 ponto de transicdo entre a concentracdo de agrotdxico em que as células perdem a viabilidade
(0,025% V/V ou concentracdo R 90ug.mL™* de glifosato) e aquela em que as células sobrevivem a exposicdo de
curto prazo (0,010% V/V ou concentragdo R 36ug.mL™). Todos os tratamentos foram comparados em relagéo ao
controle DMEM. ABS/ A.U. = Absorbancia em 595 nm.One-way ANOVA com pés-teste de Dunnet’s ***p
<0,0001; n=3. R= Roundup®

5.4.2 Determinacéo da 1C50 apés 24 horas de exposicdo ao Roundup®

A IC50 pode ser definida como a concentragdo de um inibidor onde a resposta
bioldgica e reduzida pela metade, aqui percebida como a reducdo em 50% da metabolizagéo
do composto MTT. As células foram expostas as seguintes concentracdes de Roundup®: 150,
100, 71, 45, 33, 10, 3,2 e 1,26 ug mL*. Apds 24 horas de exposicéo, foi realizado o ensaio de
MTT e os cristais de formazan produzidos pelas células foram solubilizados. Em seguida, foi

realizada a leitura espectrofotométrica. Por fim, foi determinada uma curva consenso
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utilizando os pontos médios de cada curva da triplicata, assim como a IC50. Essa curva
consenso € dada pelo logaritmo das concentragdes de Roundup® representadas em pg mL*
versus a porcentagem de metabolizacdo do MTT. Assim, a IC50 foi determinada em 42,98 (+
0,91) ug mL (Gréfico 7).

Gréfico 7 — Determinacdo da 1C50 ap6s 24 horas de exposicdo ao herbicida Roundup®
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Dados representados em funcédo do logaritmo das concentragGes de Roundup® em pg.mL™ versus porcentagem
de metabolizacdo do MTT. O log IC50 foi determinado em 1,633, o qual corresponde a concentragdo 42,98
(£0,91) pg.mL* equivalente de glifosato. R2 = 0,9315; n=3.

5.5 Efeitos cronicos da exposicdo das hASCs ao herbicida Roundup®
5.5.1 Diferenciagdo adipogénica das hASCs em auséncia e presenca de agrotoxico

Células-tronco mesenquimais humanas sdo células multipotentes e responsaveis por
varios eventos fisioldgicos, dentre eles o reparo tecidal por meio da diferenciagdo em diversos
tipos celulares (LEMISCHKA, 2005; KOLF et al., 2007). Para determinar qual o efeito do
Roundup® sob as células em diferenciacdo, as hASCs foram submetidas & diferenciacgéo
adipogénica em meio de cultura contendo fatores indutores de diferenciagdo por 21 dias. Essa
diferenciacéo foi realizada tanto em auséncia ou presenca de Roundup® na concentragdo de 36
ug mL?*. A diferenciacdo adipogénica foi determinada pelos seguintes ensaios: deteccdo do

acumulo intracelular de lipideos e analise dos genes induzidos durante essa diferenciacdo
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codificantes para: receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARG2),
transportador de glicose (GLUT 4) e leptina.

5.5.1.1 AcuUmulo intracelular de lipideos e alteracoes morfoldgicas nas hASCs tratadas com
Roundup®

Com a finalidade de confirmar a diferenciacdo adipogénica, foi realizada a coloracao
de lipideos presentes no interior das células com Oil Red O. Observou-se a presenca de
lipideos intracelulares tanto nas hASCs cultivadas somente em meio adipogénico quanto nas
células cultivadas em meio adipogénico com acréscimo de Roundup® na concentragio de 36
ug mL L. Como esperado, somente o grupo controle DMEM 10% PH n&o apresentou actimulo
intracelular de lipideos (Figura 5).

Interessantemente, foram observadas alterages morfolégicas importantes nas
células-tronco tratadas com agrotoxico quando comparadas ao controle, visiveis ao
microscopio, tais como: aumento do diametro celular, fazendo com que as células ficassem

mais arredondadas, e vesiculacdo intensa.
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Figura 5 — Imagem representativa da coloracdo das hASCs submetidas a diferenciacéo
adipogénica

o
[~%
N
(=]
-
=
=
=
=)
=
=™
N
(—]
o
=
=
=
>
o0 |
=
=)
=
<

Adipogénico 10% PH

Fotomicrografias das hASCs cultivadas em DMEM 10% PH, utilizando-se objetivas de aumento 4x (A) e 10x
(B). Fotomicrografias das hASCs em meio indutor adipogénico 10% PH, em menor (C) e maior aumento (D) e,
das hASCs cultivadas em meio adipogénico 10% PH com adicdo de Roundup ®36 pug mL*em menor (E) e maior
aumento (F). As células foram fotografadas apds 21 dias de cultivo. Coloragdo por Oil Red O. Barras = 100
pm.Imagens adquiridas utilizando-se o microscépio Olympus IX70 e o software Image Pro.

5.5.1.2 Os genes que codificam para leptina, GLUT4 e PPARG2 sdo expressos na presenca
de Roundup®

Os genes LEP, GLUT4 e PPARG s&o induzidos durante o processo de diferenciacéo
adipogénica (ZUK et al., 2002; P.BOURIN et al., 2013). Para determinar se ocorre

diferenciacdo em presenca de agrotdxico, os genes supracitados foram avaliados quanto a sua
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expressdo. Apos 21 dias de inducdo da diferenciacdo adipogénica em presenga ou auséncia de
Roundup®, foi realizada a extracdo do RNA e gRT- PCR a fim de comprovar a amplificacéo
especifica de fragmentos desses genes que codificam para leptina, transportador de glicose
(GLUT4) e receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARG?2),
respectivamente.

PPARG foi expresso somente nas hASCs cultivadas no meio indutor adipogénico
com e sem Roundup® 36ug mL*. Em contraste, ndo foram detectadas bandas referentes a
amplificacdo dos segmentos génicos de PPARG cultivadas no meio DMEM 10% PH (6-B).
Em relacdo aos demais genes, observou-se a expressao de LEP e GLUT4 (6- A e C) em todos
os tratamentos analisados em pelo menos uma das triplicatas. Como controle das reagdes, foi
utilizado o gene GAPDH, expresso constitutivamente pelas células de todos os grupos (6-D).

O controle negativo atesta a pureza das amostras.

Figura 6 — Expressdo dos genes A- LEP, B- PPARG, C- GLUT4 e D- GAPDH nas hASCs
cultivadas em meio de cultura DMEM 10% PH e em meio adipogénico com e
sem Roundup® por 21 dias
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Adipo= Meio Adipogénico; CN = Controle Negativo; Marcador de peso molecular: 1Kb
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5.5.1.3 A presenca do agrotoxico ndo altera a viabilidade celular na diferenciacdo
adipogénica

Ao longo dos 21 dias do ensaio de diferenciacdo adipogénica, as hASCs foram
avaliadas semanalmente quanto a capacidade de metabolizacdo do MTT. Realizou-se uma
analise comparativa das celulas cultivadas em meios de diferentes composi¢ées: DMEM 10%
PH; DMEM 10% PH + Roundup®; Meio Adipogénico 10% PH e Meio Adipogénico 10% PH
+ Roundup®. A representacio grafica da metabolizagio do MTT dada por absorbancia versus
tempo pode ser vista nos Gréafico 8 e Grafico 9. Através de analise estatistica, com regressao
linear e teste ANCOVA, foi possivel observar que a inclinagdo das retas é igual. 1sso significa
gue o aumento do ritmo de metabolizacdo de MTT ao longo do tempo foi igual para todos os
tratamentos, com excecdo do grupo DMEM 10% Roundup®, no qual as células morreram
apos o sétimo dia de cultivo. Os dados também foram representados em grafico de barras,
para comparagdo da viabilidade das hASCs de cada grupo em relacdo ao controle DMEM
10% PH a cada dia avaliado (Grafico 10). A anélise por Two-way ANOVA mostrou que, aos
7 e 14 dias de cultivo, todos os grupos diferiram do controle DMEM 10% PH. Aos 21 dias de
cultivo, somente o grupo DMEM 10% PH Roundup® apresentou diferenca em relagio ao

controle.

Grafico 8 — Representacdo grafica da metabolizacdo do MTT pelas hASCs cultivadas
em meios de cultura DMEM e adipogénico suplementado com PH em
auséncia ou presenca de Roundup®
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Foram semeadas 5x103 células/poco em placas de 24 pocos. Apds 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o
ensaio de MTT, os cristais de formazan formados foram solubilizados e a densidade 6tica mensurada em 595nm.
DMEM 10% PH Roundup® quando comparado aos demais grupos. ANCOVA ***p<0,0001, n=3.
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Grafico9—- Analise de regressdo linear da metabolizacdo do MTT pelas hASCs
cultivadas em meios de cultura DMEM e adipogénico suplementado com
PH em auséncia ou presenca de Roundup®
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Figura 16. ANCOVA ***p<0,0001, n=3, 595nm.

Grafico 10 — Representacdo grafica da metabolizacdo do MTT pelas hASCs cultivadas
em meios de cultura DMEM e adipogénico suplementado com PH em
auséncia ou presenca de Roundup® a cada tempo avaliado
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O ensaio de MTT foi realizado ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo e a densidade 6tica mensurada em 595nm.
Todos os tratamentos foram comparados em relagdo ao grupo controle DMEM 10%PH em cada periodo de
tempo avaliado. Two-way ANOVA * p <0,05. ** p <0,01 ***p<0,0001; n=3.

5.5.2 Diferenciacéo osteogénica das hASCs em auséncia e presenca de agrotoxico

Para determinar os efeitos do agrotéxico na diferenciacdo osteogénica, as hASCs

foram induzidas a diferenciagdo por meio do cultivo em meio de cultura contendo fatores
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indutores por 21 dias tanto em auséncia ou presenca de Roundup®. A fim de comprovar a
diferenciacdo osteogénica, foram realizados os seguintes ensaios: avaliacdo da atividade da
fosfatase alcalina, deteccdo de mineralizacdo pela coloracdo de von Kossa e andlise da
expressdo dos genes que codificam para fosfatase alcalina, osteopontina, runx-2 e coladgeno

tipo I.

5.5.2.1 Nobdulos de mineralizacdo e alteracbes morfoldgicas em hASCs expostas ao

Roundup®

Para avaliar a presenca de nddulos de mineralizacdo, foi realizada a coloracdo de von
Kossa apds 21 dias de inducdo da diferenciacdo osteogénica em auséncia e presenca de
agrotoxico.

A presenca de nddulos de mineralizacdo, representada por coloracdo negra ou
marrom, foi observada no grupo das hASCs cultivadas em meio de cultura osteogénico sem
agrotoxico (7, C e D) e no grupo das hASCs cultivadas em meio de cultura osteogénico com
Roundup® (7, E e F). No grupo controle, DMEM 10% PH, n&o foi observada mineralizagéo
(7, AeB).

Assim como notado na diferenciacdo adipogénica, as células-tronco tratadas com
meio de diferenciacdo na presenca de Roundup®, mostraram alteragdes morfoldgicas como o
aumento do didmetro celular, estando mais arredondadas e com formacdo de vesiculas no

citoplasma.
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Figura 7 — Imagem representativa da inducao da diferenciacao osteogénica das hASCs
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Fotomicrografias das hASCs do grupo DMEM 10% PH, utilizando objetivas de aumento 4x (A) e 10x (B).
Fotomicrografias das hASCs em meio indutor osteogénico 10% PH, em menor (C) e maior aumento (D) e das
hASCs cultivadas em meio osteogénico 10% PH com adicdo de Roundup® 36ug. mL™* em menor (E) e maior
aumento (F). As células foram fotografadas apos 21 dias de cultivo. Coloragdo de von Kossa. Barras = 100
pum.Imagens adquiridas utilizando-se o microscépio Olympus 1X70 e o software Image Pro.

5.5.2.2 Os genes que codificam para fosfatase alcalina, runx2, osteopontina e colageno tipo |

sdo expressos em hASCs tratadas com agrotoxico

Os genes ALPL, SPP1, RUNX2 e COL1A1 sdo induzidos durante o processo de
diferenciacdo osteogénica (ZUK et al., 2002; P.BOURIN et al., 2013). Para determinar se ha
real diferenciacdo em presenca de agrotdxico, os genes supracitados foram avaliados quanto a
sua expressdo. Apds 21 dias de inducdo da diferenciacdo osteogénica, em presenga ou
auséncia de Roundup® na concentragdo 36 pug mL™, foi realizada a PCR a fim de comprovar a

diferenciacdo por meio da amplificacdo especifica de fragmentos dos genes ALPL (fosfatase
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alcalina), SPP1 (osteopontina), RUNX2 (fator de transcrigdo runx2) e COL1A1 (colageno tipo
I). Como controle das rea¢des, foi utilizado o gene GAPDH, expresso constitutivamente pelas
células em todos os tratamentos aplicados.

A amplificacdo do segmento génico de todos os genes relacionados a diferenciagdo
foi detectada nas hASCs cultivadas no meio de cultura DMEM assim como no meio indutor
osteogénico, com e sem Roundup®, conforme pode ser observado na Figura 8. O controle

negativo atesta a pureza das amostras.

Figura 8 — Expressao dos genes A- ALPL, B-SPP1, C-COL1A1, D-RUNX2 e E- GAPDH
nas hASCs cultivadas em meio de cultura DMEM 10%PH e meio
osteogénico com e sem Roundup® por 21 dias
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Osteo= Meio Osteogénico; CN= Controle Negativo; Marcador de peso molecular: 1Kb



RESULTADOS %

5.5.2.3 A presenca do agrotoxico ndo altera a viabilidade celular na diferenciacédo

osteogénica

Assim como na diferenciacdo adipogénica, a viabilidade das hASCs foi mensurada
semanalmente por até 21 dias para estudo dos efeitos cronicos da exposi¢do ao Roundup® na
diferenciacdo osteogénica. Realizou-se uma analise comparativa das celulas cultivadas nos
meios: DMEM 10% PH; DMEM 10% PH + Roundup®; Meio Osteogénico 10% PH e Meio
Osteogénico 10% PH + Roundup®. A representacio grafica da metabolizacdo do MTT dada
por absorbancia versus tempo € apresentada nas Gréafico 11 e Grafico 12. Na analise
estatistica, ao fazer uma regressdo linear e aplicar o teste ANCOVA aos dados, é possivel
observar pela inclinacdo das retas, que o aumento da taxa de metabolizacdo de MTT foi igual
para todos os tratamentos. A viabilidade ao longo do tempo aumentou a uma taxa constante e
igual para todos os grupos durante os 21 dias de cultivo, exceto para o grupo DMEM 10% PH
Roundup®, no qual houve morte das células ap6s o sétimo dia de cultura. Os dados também
foram representados em grafico de barras, para melhor visualizacdo da viabilidade a cada
tempo de cultivo avaliado (Grafico 13). A andlise por Two-way ANOVA mostrou que, aos
sete dias de cultivo, somente o grupo Osteogénico 10%PH Roundup® apresentou diferenca
(***p<0,0001) em relacdo ao grupo DMEM 10% PH. Nos dias 14 e 21 do cultivo, todos os
grupos diferiram do controle DMEM 10% PH (**p<0,01 e ***p<0,0001).



RESULTADOS

Grafico 11 — Representacdo grafica da metabolizacdo do MTT pelas hASCs cultivadas
em meios de cultura DMEM e osteogénico suplementado com PH em
auséncia ou presenca de Roundup®
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Foram semeadas 5x10° células/poco em placas de 24 pogos. Apos 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o
ensaio de MTT, os cristais de formazan formados foram solubilizados e a absorbancia mensurada em 595 nm. n=
3; *** DMEM 10% PH Roundup® quando comparado aos demais grupos. ANCOVA, ***p<0,0001.
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Grafico 12— Analise de regressdo linear da metabolizagdo do MTT pelas hASCs
cultivadas em meios de cultura DMEM e osteogénico suplementado com
PH em auséncia ou presenca de Roundup®
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ANCOVA, ***p <0,0001, 595nm.
Graéfico 13 — Representacdo grafica da metabolizacdo do MTT pelas hASCs cultivadas

em meios de cultura DMEM e osteogénico suplementado com PH na
auséncia ou presenca de Roundup® em cada tempo avaliado
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Foram semeadas 5x103 células/poco em placas de 24 pogos. Apos 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o
ensaio de MTT, os cristais de formazan formados foram solubilizados e a absorbancia mensurada em
595nm.Todos os tratamentos foram comparados em relagdo ao grupo controle DMEM 10%PH em cada periodo
de tempo avaliado (** p <0,01 ***p<0,0001). Two-way ANOVA n=3.
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5.5.2.4 O tratamento com agrotoxico altera a atividade de fosfatase alcalina das hASCs

O ensaio de BCIP/NBT foi realizado com a finalidade de comparar a atividade da
enzima fosfatase alcalina durante a diferenciacdo osteogénica em auséncia e presenca de
agrotoxico.

Ao realizar a andlise de grupos, observou-se que a atividade de fosfatase alcalina foi
maior nas células cultivadas em meio de cultura osteogénico suplementado com PH em
comparagdo as células cultivadas nos meios DMEM 10%PH, DMEM 10% PH Roundup® e
Osteogénico 10% PH Roundup® aos 7, 14 e 21 dias de cultivo (***p<0,0001). E importante
destacar que as células pertencentes ao grupo DMEM 10% PH Roundup® perderam a
viabilidade a partir de sete dias de cultivo, e a atividade de fosfatase alcalina ndo p6de ser
mensurada (***p<0,0001). As células submetidas ao meio de diferenciacdo osteogénico com
adicdo de agrotoxico (Osteogénico 10% PH Roundup®) apresentaram uma atividade de
fosfatase alcalina semelhante a atividade das células-tronco cultivadas em meio DMEM 10%

PH (Gréfico 14).

Gréfico 14 — Representacdo grafica da atividade de fosfatase alcalina das hASCs
cultivadas em meios de cultura DMEM e osteogénico suplementado com
PH em auséncia ou presenca de Roundup®
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Apos 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo das hASCs, foi realizado o ensaio de BCIP-NBT, o precipitado purpura foi
solubilizado e a absorbancia mensurada. n= 3. Todos os tratamentos foram comparados em relacdo ao grupo
controle DMEM 10%PH em cada periodo de tempo avaliado. Two-way ANOVA (***p<0,0001).
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56 O tratamento com agrotdxico induz apoptose e necrose nas células-tronco

derivadas de tecido adiposo

Com a finalidade de se determinar a via de morte celular induzida pelo tratamento
com Roundup®, as hASCs foram expostas a concentragéo 36 pg mL™ por 24 horas. A droga
Cisplatina foi utilizada como controle de morte (positivo) na concentragdo 100 pmol L. Para
marcacdo das células apoptoticas e necrdticas foi utilizado o kit Annexin V/ Dead Cell
Apoptosis Kit, seguido de fotodocumentacdo utilizando-se microscopia de fluorescéncia
(OLYMPUS 1X70) e o programa ImagePro€. A analise foi realizada utilizando-se ImageJ€.

A representacdo grafica das porcentagens calculadas de células apoptéticas e
necroticas para os grupos DMEM 10% PH, Cisplatina 100 umol L™ e Roundup® 36 pg mL™*
pode ser visualizada no Gréafico 15. A partir da contagem de células totais por campo,
considerada como 100%, a porcentagem de células apoptéticas no grupo tratado com
Roundup® 36 pg mL™* foi estimada em 36,60% (+5,99), células necréticas em 8,67% (+2,16)
e de apoptoticas tardias ou necroéticas em 10,71% (£3,08). O grupo tratado com cisplatina na
concentragdo 100 pg mL* apresentou 21,13% (+6,07) de células apoptoticas, 8,31% (+1,67)
de células necréticas e 1,33% (+1,15) de apoptdticas tardias ou necroticas. O grupo DMEM
10% PH (controle negativo) apresentou 5% de células apoptéticas (£2,73), 0,5% de células
necroticas (+0,5) e 0,6% de apoptéticas tardias ou necroticas (+0,57).

A analise por One-way ANOVA mostrou que as porcentagens de células apoptoticas
do grupo tratado com Cisplatina e Roundup® sio diferentes do grupo controle DMEM 10%
PH, assim como a de células necrdticas. Quanto as células duplo-marcadas, ou seja, em
apoptose tardia ou em necrose, somente o grupo tratado com Roundup® apresentou diferenca
em relacdo ao controle. Um painel representativo da fotodocumentacdo dos ensaios pode ser
visualizado na Figura 9. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e as médias e

desvio padrdo foram calculados a partir desses valores.
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Grafico 15 - Representacdo grafica da porcentagem de morte por apoptose e necrose
induzida por tratamento com Roundup® comparada aos controles. A = %
de células apoptoticas, B = % de células necroticas e C = % de células
apoptaticas tardias ou necroticas
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Os tratamentos das hASCs com Cisplatina e Roundup® foram comparados ao controle DMEM 10% PH (ndo
tratado). One-way ANOVA com pds-teste Bonferroni (**p<0,01, ***p<0,0001), n=3.
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6 DISCUSSAO

As formulacdes comerciais de glifosato ja foram testadas em diversas linhagens
celulares e também em células de cultura primaria isoladas de tecidos humanos como, por
exemplo, eritrocitos, hepatdcitos (HEPG2), células umbilicais (HUVEC), embrionarias de rim
(293), placentarias (JEG3) e epiteliais bucais (TR146) (PIENIAZEC et al., 2004; GASNIER,
2009; BENACHOUR & SERALINI et al., 2009; KOLLER et al., 2012).

Nesse estudo, a opcdo em utilizar as hASCs como modelo experimental para estudo
dos efeitos toxicos do Roundup® foi viabilizada pelas vantagens de isolamento e cultivo in
vitro, tais como: o fato de serem coletadas a partir do produto da cirurgia de lipoaspiracdo e
estarem disponiveis em grande quantidade, podendo ser isoladas do tecido adiposo e
expandidas rapidamente e ndo apresentarem problemas éticos como as células-tronco
embrionarias (BYDLOWSKI et al., 2009; MIZUNO, 2009; LINDROOS et al., 2011). E
importante destacar que a capacidade de serem repositoras naturais das células no organismo e
o fato de se diferenciarem em multiplas linhagens como a osteogénica e a adipogénica
possibilitou uma investigacdo dos efeitos de agrotoxicos no estado indiferenciado e
diferenciado dessas células. Assim, os resultados obtidos podem sugerir os efeitos a longo
prazo do agrotdxico na regeneracdo tecidual dos consumidores e ou trabalhadores que tém
contato com o produto.

O uso do meio de cultura contendo plasma humano (PH) em substituicdo ao soro
fetal bovino (SFB) no cultivo foi realizado de acordo com os protocolos de Boas Préticas de
Manipulacdo, visto que a auséncia de elementos xenobiéticos em culturas celulares é
importante para o cultivo de células-tronco mesenquimais (LINDROOS et al., 2011).
Hipotetiza-se que a interacdo das células-tronco humanas com uma suplementacdo da mesma
espéecie possa possibilitar uma melhora no padrdo de crescimento celular, visto que 0s
elementos presentes no plasma humano séo similares aqueles circulantes no organismo.

Quanto ao fendtipo celular, ao microscépio Optico, as hASCs mantiveram a
morfologia fibroblastoide, a competéncia de formar col6nias e a aderéncia a superficie
plastica na presenga de plasma humano (Figura 4), importantes caracteristicas descritas na
literatura para células-tronco mesenquimais (FRIEDESTEIN et al., 1972; DOMINICI et al.,
2006; ZUK et al., 2001; P. BOURIN et al., 2013).

O tempo de duplicagdo das hASCs em SFB foi estimado em 120 horas (PAULA et

al, 2013) enquanto que, nesse trabalho, foi obtido um tempo de duplicacdo de
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aproximadamente 42 horas ou 1,78 dias, o qual é cerca de 3 vezes mais rapido. Assim,
observou-se que a capacidade proliferativa das células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo cultivadas em meio DMEM 10% PH foi maior que a capacidade de
proliferacdo dessas mesmas células, descrita na literatura, quando cultivadas em meio DMEM
10% SFB. (Gréfico 1). Hipotetiza-se que existam fatores presentes no plasma humano que
favorecam a multiplicacdo celular, viabilizando a saida da fase GO e levando ao
comprometimento com a mitose celular. De fato, estudos ja demostraram que o plasma
humano rico em plaquetas foi capaz de aumentar a proliferacdo in vitro de células-tronco
derivadas de tecido adiposo humano e de medula Gssea em até dez vezes mais que a
suplementacdo com soro fetal bovino (KAKUDO et al., 2008 e AMABLE et al., 2014).

As hASCs cultivadas em meio de cultura basal 10% PH também foram capazes de
metabolizar o MTT e produzir cristais de formazan indicando que a viabilidade dessas células
foi mantida ao longo da exposicdo cronica. Além dessas observacGes, o aumento da
absorbancia das amostras, ao longo dos tempos de cultivo avaliados (por até 21 dias), reforca
que o tipo de suplemento utilizado ndo interferiu na viabilidade celular (Grafico 8 ao Gréafico
13).

Com o intuito de avaliar a expressdo de marcadores de superficie para células-tronco
mesenquimais, foi realizada uma caracterizacdo fenotipica das hASCs isoladas de
lipoaspirado. Verificou-se que as hASCs formaram, in vitro, uma populacdo homogénea ja
que 100% das células expressaram os antigenos CD73 e HLA-ABC; 98,3% expressaram
CD90 e 99,4% expressaram CD105, marcadores que sdo especificos de células-tronco
mesenquimais e menos de 2% expressaram 0s marcadores CD19, CD14 e CDA45, esses
ultimos especificos de células-tronco hematopoiéticas (Grafico 3 e Gréafico 4). O marcador
CD34 estava presente em 3,1% das células analisadas. Em 2013, uma declaracdo conjunta da
Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) determinou que a porcentagem de células-
tronco mesenquimais de tecido adiposo que podem expressar 0 marcador antigénico de
superficie CD34 varia entre 2%-30%, dependendo das condi¢cdes de isolamento e cultivo.
Essa expressao ocorre na fase inicial da cultura e vai decrescendo com as continuas divisdes
celulares. Assim, as hASCs estabelecidas nesse trabalho estdo de acordo com as
caracteristicas fenotipicas propostas por Zuk e colaboradores (2002) e pela ISCT (Sociedade
Internacional de Terapia Celular) (DOMINICI et al., 2006; P. BOURIN et. al., 2013).

As hASCs também foram avaliadas quanto a viabilidade na exposi¢do aguda ao
Roundup®, em um periodo de 24 a 72 horas. As curvas de metabolizagdo de MTT mostraram

que o tratamento com a formulacdo induziu uma rapida reducdo na viabilidade celular de
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modo dose-dependente, também encontrado por Benachour e colaboradores (2007) em células
embrionarias e placentarias humanas tratadas com esse herbicida. No caso da exposi¢do das
hASCs, concentracdes mais elevadas de herbicida e um periodo de exposicdo mais
prolongado, ou seja, de 72 horas induziram uma maior perda de viabilidade das células
(Gréfico 5). As analises mostraram que a viabilidade das células expostas as concentracdes
menores de Roundup® (a partir de 0,01% V/V, n3o letais), em alguns casos, foi maior que as
células do grupo controle DMEM 10% PH (Gréfico 5-A, B, C e E e Gréfico 6). Hipotetiza-se
que, por conter surfactantes em sua férmula, estes componentes possam ter facilitado a
entrada da solucdo de MTT nas células, permitindo um contato maior dessa substancia com as
enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias celulares. 1sso, por sua vez, gerou um
aumento na producdo de cristais de formazan com a consequente deteccdo de uma maior
absorbancia das amostras.

Somente na concentragdo abaixo do recomendado para a utilizagdo na agricultura,
equivalente a 36 ug mL? de glifosato, as células foram capazes de sobreviver a uma
exposicdo aguda ao agrotoxico. O valor de IC50 do composto foi determinado neste
experimento, sendo obtido o valor de 42,98 (+0,91) ug mL* (Gréafico 7). Esses achados sdo
semelhantes ao observado em células da linhagem HEPG2, onde a IC50 estimada foi de 37,65
a 45,14 ug mL:, para o produto Roundup Ultra Max® em concentragdes abaixo das utilizadas
na lavoura (CHAUFAN et al., 2014). E interessante notar que, mesmo se tratando de tipos
celulares distintos, o valor de IC50 foi muito préoximo ao encontrado para células-tronco
humanas.

Benachour & Séralini (2009) mostraram que, para todas as formulagdes de glifosato
testadas, a mortalidade de células humanas umbilicais, placentarias e embrionarias nao
estabelece uma relacdo linear com a concentracdo de glifosato presente nesses produtos. 1sso
pode ser justificado pelas concentragcbes dos adjuvantes presentes nesses produtos, como
POEA (polioxietilenamida), que também apresenta citotoxicidade. De fato, outros estudos
com células humanas expostas ao glifosato revelaram que a formulagdo comercial € mais
toxica do que o proprio principio ativo, reforcando a ideia de que os adjuvantes nesses
produtos desempenham um papel na toxicidade do herbicida (MARTINEZ et al.,2007;
GASNIER et al., 2010 e 2011). Isso se aplica aos resultados obtidos nesse trabalho, uma vez
que os efeitos toxicos observados nas hASCs ndo podem ser atribuidos exclusivamente a
formulacdo ou ao principio ativo, fazendo-se necesséaria uma investigagdo do papel de cada

um dos componentes do produto comercial sobre essas células.
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As ceélulas-tronco mesenquimais (MSCs) tém como principal caracteristica a
capacidade de se diferenciarem em ceélulas de linhagens mesenquimais como as que
constituem o0ssos, cartilagem e gordura. Varios sinais e mecanismos controlam a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo dessas células e uma falha ou interrupgdo dessas
vias de sinalizacdo pode levar a doencgas degenerativas e até mesmo o cancer (HOOGDUIIN
et al., 2006). Com a intencédo de se avaliar os efeitos toxicos sobre a diferenciacéo celular, as
hASCs foram submetidas a diferenciacdo adipogénica durante 21 dias em meio de cultura
com fatores indutores ja caracterizados na literatura (dexametasona, indometacina, insulina e
isobutil metilxantina) na auséncia e presenca de Roundup® (ZUK et al., 2002; KERN et al.,
2006).

As hASCs foram distribuidas em grupos correspondentes aos seguintes meios de
cultura: DMEM 10% PH; DMEM 10% PH + Roundup®; Meio Adipogénico 10% PH e Meio
Adipogénico 10% PH + Roundup® A viabilidade das células-tronco foi avaliada
semanalmente pelo ensaio de metabolizacdo de MTT, sendo observado um aumento a uma
taxa constante e igual para todos os grupos durante os 21 dias de cultivo. Dessa forma, as
células-tronco  induzidas a diferenciacdo  adipogénica  permaneceram  viaveis
independentemente do tratamento com agrotoxico. Porém, as hASCs tratadas com DMEM
10% PH + Roundup®, ou seja, sem estimulo adipogénico, perderam a viabilidade a partir de 7
dias de cultivo (Grafico 8 ao Grafico 10). Assim, pode-se dizer que as células submetidas a
diferenciacdo apresentam maior tolerdncia ao herbicida do que as células multipotentes
indiferenciadas. Entretanto, essa tolerancia pode ser relativa, dado que os componentes do
meio DMEM e do meio adipogénico sdo diferentes e podem ter influenciado na morte ou
sobrevivéncia das células, principalmente devido a uma possivel interagdo com a formulagéo
comercial de glifosato. Sabe-se que alguns fatores que compdem os meios de diferenciacdo
(adipogénico e osteogénico) atuam como antiflamatérios, como, por exemplo, a
dexametasona, um glicocorticoide sintético que também apresenta atividade
imunossupressora. E descrito na literatura que o tratamento com dexametasona pode induzir
resisténcia parcial a apoptose em linhagens de gliomas e astrocitomas, a cisplatina e ao
metotrexato (BAVARESCO et al., 2005). Essas propriedades de prevenir a morte celular
podem estar associadas a um efeito protetor sobre a viabilidade das células em diferenciacéo
expostas ao agrotoxico.

O acumulo intracelular de lipideos foi observado nas células cultivadas em meio
adipogénico com e sem agrotoxico pelo método de coloragdo com Oil Red O. Esse acumulo

ndo foi observado no grupo DMEM 10% PH (controle) e, portanto, conclui-se que a
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diferenciacdo foi bem-sucedida. Porém, é importante destacar que as células cultivadas em
meio adipogénico com acréscimo de Roundup® apresentaram alteracdes morfoldgicas
significativas, tais como o aumento de diametro e formacédo de vesiculas em seu citoplasma
(Figura 5). Esse resultado também pode estar relacionado & presenca de surfactantes na
formulacdo comercial, os quais alteram a permeabilidade das membranas celulares conforme
descrito previamente na literatura (BENACHOUR & SERALINI, 2009).

Ao final do periodo de 21 dias, as células-tronco foram avaliadas quanto a expressdo
de genes marcadores da linhagem adipogénica, como PPARG (receptor y ativado pelo fator
proliferador de peroxissomos), transportador de glicose GLUT4 e leptina (LEP). Esses
resultados revelaram a capacidade de diferenciacdo adipogénica das hASCs mesmo na
presenca de agrotoxico. A expressdo do gene PPARG foi observada somente nas células
cultivadas em meio adipogénico com e sem Roundup®. Entretanto, a expressdo dos genes que
codificam para GLUT4 e leptina foi notada em células cultivadas em meio DMEM 10% PH
(Figura 6). Essas observacdes sdo semelhantes ao encontrado em um trabalho realizado por
Zuk e colaboradores (2001), onde as células do grupo controle (ndo induzidas a diferenciacao)
também expressaram GLUT4 e LEP aos 21 dias de cultivo, quando avaliados por Real Time-
PCR (Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real). Nesse mesmo estudo, PPARG foi
definido como um gene especifico para células-tronco induzidas a diferenciacdo adipogénica,
ndo tendo sido expresso em células do grupo controle, suportando os resultados obtidos.

O gene codificante para a enzima gliceraldeido-3- fosfato desidrogenase (GAPDH),
foi utilizado como controle das reacGes de PCR. A enzima GAPDH pertence a via glicolitica,
e seu gene é expresso constitutivamente em diversas células e tecidos do corpo humano
(BARBER et al., 2005). Assim, a sua expressdo foi detectada em todos os grupos de células
submetidas aos diferentes tratamentos, conforme o esperado, validando o experimento.

Os efeitos toxicos de Roundup® sobre a diferenciagdo osteogénica das hASCs
também foram avaliados (Figuras 7 e 8 e Grafico 10 ao 14). A inducdo da diferenciacao
osteogénica foi realizada através da adicdo de dexametasona, acido ascorbico e f-
glicerofosfato ao meio de cultura DMEM suplementado com PH por ateé 21 dias. A utilizacéo
desses fatores indutores na diferenciacdo osteogénica utilizando células-tronco também ja é
bem estabelecida na literatura (KERN et al., 2006; LIU et al., 2007).

Similarmente a diferenciacdo adipogénica, os grupos: DMEM 10% PH,;
DMEM 10% PH + Roundup®; Meio Osteogénico 10% PH e Meio Osteogénico 10% PH +
Roundup® tiveram suas viabilidades analisadas semanalmente. O ensaio de metabolizaco de

MTT indicou um aumento com o tempo na metabolizacdo de MTT igual para todos 0s grupos,
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com excec¢do do grupo DMEM 10%PH + Roundup®, no qual as células-tronco morreram com
somente sete dias de cultivo. Entretanto, observou-se que o tratamento com agrotoxico nao
influenciou a viabilidade das células cultivadas em meio osteogénico (Grafico 10 ao Grafico
12). Dessa forma, as hASCs indiferenciadas demonstraram-se mais sensiveis ao tratamento
com o herbicida do que aquelas submetidas a diferenciacéo. Este perfil foi observado tanto na
diferenciacdo osteogénica quanto na adipogénica.

As imagens de coloracdo por Von Kossa apontaram a presenca de mineralizacdo nas
culturas cultivadas em meio osteogénico suplementado com PH ao fim do periodo de 21 dias.
Os nodulos de mineralizacdo, detectados pela coloragdo marrom ao microscopio 6tico, foram
observados até mesmo nas células-tronco do grupo submetido ao meio osteogénico com
adicdo de Roundup®. Entretanto, estas ultimas mostraram-se alteradas morfologicamente, de
modo similar ao ocorrido na diferenciacdo adipogénica: aumento de diametro e presenca de
vesiculas no citoplasma (Figura 7). E importante ressaltar mais uma vez que, a presenca de
surfactantes na formulacdo comercial de glifosato pode ter influenciado diretamente na
permeabilidade da membrana das hASCs submetidas a diferenciacdo osteogénica.

As hASCs também foram analisadas quanto a expressdo de genes para fosfatase
alcalina (ALPL), runx2 (RUNX2), osteopontina (SPP1) e colageno tipo | (COL1Al),
marcadores importantes da diferenciacdo osteogénica relacionados na literatura (Figura 8)
(ZUK et al., 2002; LIU et al., 2007; PAULA et al., 2013). Cada marcador exerce uma funcgéo
importante na formacdo do tecido 6sseo. A fosfatase alcalina é considerada um marcador
precoce de diferenciacdo osteogénica. Ja a osteopontina, a qual é produzida por osteoblastos
durante diferentes estagios da maturacdo tecidual, quando localizada no meio intracelular,
estimula a migracdo e proliferacdo celular. Em meio extracelular, parece regular o processo de
mineralizacdo. O fator de transcricdo runx2 é essencial para diferenciacdo osteoblastica,
formacéo e crescimento do 0sso e colageno tipo | é essencial para mineralizacdo da matriz
6ssea (PAULA et al., 2013).

Independentemente do tratamento com Roundup®, a expressdo de todos os genes foi
detectada ao fim do periodo de diferenciacdo. Além disso, as células pertencentes ao grupo
DMEM 10% PH também mostraram a expressdo desses marcadores. A expressao dos genes
para colageno tipo I, fosfatase alcalina e runx2 em ceélulas cultivadas em meio DMEM
(controle) também foi observada em um estudo anterior (PAULA et al., 2013). Osteopontina
também foi detectada em células-tronco ndo induzidas (ZUK et al., 2002). Embora
importantes como marcadores para diferenciacdo osteogénica, estes genes ndo podem ser

considerados especificos para a linhagem osteoblastica e, por isso suas detec¢fes em células
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do grupo controle. A expressdéo do gene para osteocalcina, um marcador tardio da
diferenciacdo osteogénica, € o unico consenso em literatura considerado especifico para a
linhagem osteoblastica (ZUK et al., 2002). Entretanto, tentativas de avaliar a expressdo desse
gene ndo foram bem-sucedidas nesse estudo por problemas técnicos.

A fosfatase alcalina é considerada um marcador para células-tronco embrionérias e
também expressa em hASCs (RIEKSTINA et al., 2009). Uma analise da expressao por ensaio
de Real Time-PCR nas células-tronco de tecido adiposo submetidas a diferenciacao
osteogénica por 21 dias mostrou um aumento de duas vezes em sua expressdo comparado as
celulas-tronco indiferenciadas, perfil consistente com os dados dos ensaios enzimaticos (ZUK
etal., 2002).

O aumento da atividade dessa enzima ocorre no inicio da diferenciacdo osteogénica e
pode ser facilmente detectado pelo ensaio colorimétrico de BCIP-NBT. A analise dos dados
obtidos em nosso estudo mostrou que a atividade enzimatica do grupo cultivado em meio
osteogénico foi superior a observada para o grupo indiferenciado, cultivado em meio DMEM
10% PH. Esse aumento da atividade pdde ser detectado a partir de 7 dias de cultivo (p<0,01),
tornando-se ainda maior aos 14 e 21 dias do processo de diferenciacdo (p<0,0001) (Gréafico
14). As hASCs submetidas a diferenciacdo osteogénica e na presenca de Roundup®
apresentaram uma atividade enzimatica semelhante as células do grupo indiferenciado. E
possivel que o tratamento com agrotdxico tenha influenciado nesse resultado, atraves de
alguma interacdo com as células. Em um estudo realizado em 2006, por Hoodjuin e
colaboradores, células-tronco mesenquimais humanas (MSCs) foram expostas a
concentragfes micromolares de agrotoxicos do tipo organofosforados e carbamatos. Efeitos
toxicos sobre a proliferacdo ou sobrevivéncia das MSCs ndo foram observados, embora a
capacidade de diferenciacdo osteogénica tornou-se limitada com reducdo da atividade de
fosfatase alcalina e decréscimo na mineralizagdo. Realizando-se uma anélise comparativa com
esse trabalho, destacam-se semelhangas: ao serem expostas ao Roundup® o qual é um
herbicida organofosforado, as hASCs proliferam, conforme avaliado pelo ensaio de MTT,
durante a diferenciagdo osteogénica, porém a atividade de fosfatase alcalina também foi
reduzida aproximando-se do controle (DMEM 10% PH).

Nas avaliagdes toxicologicas de algum composto, é importante a determinacgéo da via
de morte celular induzida pelo mesmo. O processo apoptético € manifestado pela condensagéo
do citoplasma e do nucleo (picnose), fragmentacdo nuclear (cariorrexe), aparéncia
morfoldgica normal de organelas citoplasméticas e uma membrana plasmatica intacta. A

medida que o processo se desenvolve, ocorre uma fragmentacdo do nucleo e a célula se
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desagrega em corpos apoptéticos envoltos por por¢des da membrana plasmatica. Por outro
lado, a necrose é evidenciada pelo inchaco do citoplasma, ruptura da membrana plasmatica,
inchaco das organelas citoplasmaticas (particularmente da mitocondria) e algum grau de
condensacdo da cromatina nuclear. Além desses, existem outros processos descritos na
literatura para a morte celular como, por exemplo, autofagia e catastrofe mitotica.
(BENACHOUR & SERALINI, 2009).

A morte por apoptose se manifesta por uma série de eventos citados anteriormente e
também pela presenca de fosfatidilserinas (PS) na superficie exterior da membrana plasmatica
das células, importante para o reconhecimento pelos macrofagos e posterior fagocitose das
mesmas. No inicio do processo apoptético, com a desorganiza¢do da membrana celular, as PS
sdo deslocadas da superficie interna da bicamada lipidica, onde estdo voltadas para o citosol,
para o lado exterior. No ensaio de deteccdo de apoptose, ocorre a ligacdo de Anexina V, uma
proteina célular de alta afinidade, nos sitios de ligacdo presentes nas fosfatidilserinas. Essa
ligacdo € dependente de célcio.

O marcador nuclear fluorescente lodeto de Propidio (PI) € utilizado para distinguir as
células apoptdticas das células necréticas. E uma molécula que se intercala ao DNA (acido
desoxirribonucleico) com a condicdo de que a membrana celular esteja permeavel a sua
entrada, mostrando assim a perda de sua integridade. Assim que as células se desintegram, o
acesso a superficie interna da membrana viabiliza a ligacdo adicional de Anexina. Dessa
forma, a dupla-marcacdo é utilizada para diferenciar as células em apoptose tardia e/ ou
necrose. Dessa forma, ao corar as células simultaneamente com Anexina V- Alexa Fluor 488
(fluorescéncia verde) e com o corante Pl (fluorescéncia vermelha), € possivel discriminar por
microscopia, células viaveis e intactas (ALEXA FLUOR- PI-), no inicio de apoptose
(ALEXA FLUOR+PI-), células tardiamente apoptoticas ou necréticas (ALEXA FLUOR+PI+)
e necroticas (ALEXA FLUOR- PI+) (LIFE TECHNOLOGIES PROTOCOLS, 2014).

Nesse trabalho, os resultados obtidos na analise por imagem (Figura 9) e
quantificagdo da morte celular (Grafico 15) induzida por Roundup®, indicaram que o
herbicida, foi indutor tanto do processo apoptético quanto necrético em hASCs expostas por
24 horas ao mesmo, com destaque para 0 primeiro mecanismo. De acordo com o relatado na
literatura, em células da linhagem primaria umbilical (HUVEC) e placentaria (JEG3)
humanas, o tratamento com uma solugdo na concentragdo 18 ug mL™* de Roundup® por 24
horas levou a apoptose, evidenciada pelo aumento da condensagdo do DNA, picnose e
cariorrexe. Observou-se, também, a ativacdo enzimatica das caspases 3/7, as quais Sao

mediadoras-chave de eventos mitocondriais na apoptose. A necrose também foi observada em
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HUVEC e células embrionérias de rim humanas (293), evidenciada pela perda da integridade
da membrana plasmatica e liberacdo de adenilato quinase pelas células para o meio
extracelular. HUVEC mostrou-se 100 vezes mais sensivel ao tratamento com Roundup® do
que as demais linhagens (BENACHOUR & SERALINI, 2009). Outro trabalho com células da
linhagem hepéatica HEPG2 expostas a uma formulagdo comercial de glifosato na concentragéo
35 pug mL1, muito préxima a que foi testada nesse estudo, por 24 horas, evidenciou a indugio
de picnose e condensacdo da cromatina nuclear além de ativacdo das caspases 3/7.
(CHAUFAN et al., 2014). Coletivamente, essas observa¢ées mostram que ambos 0S processos
podem ser induzidos pelo tratamento com Roundup®.

Contudo, para propormos de fato o mecanismo de morte celular induzidos por
agrotoxico, o qual parece ser apoptotico, € importante que as hASCs sejam ainda avaliadas
ap6s a exposicdo ao Roundup® quanto ao aspecto da cromatina e do nicleo (picnose e
cariorrexe) assim como da atividade de caspases envolvidas nesse processo.

Diante do exposto, esse trabalho figura-se como pioneiro no estudo dos efeitos
toxicos do herbicida Roundup® sobre hASCs cultivadas em meio de cultura suplementado
com plasma humano (PH), assim como os efeitos deste agrotoxico na diferenciacdo dessas

celulas cultivadas com fatores indutores especificos.
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7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que as células-tronco humanas
derivadas de tecido adiposo (hASCs) foram capazes de proliferarem e se diferenciarem em
meio de cultura suplementado com plasma humano, mantendo o fendtipo caracteristico de
células-tronco mesenquimais.

Além disso, esse estudo evidenciou que, a exposicdo das hASCs a formulacao
comercial a base de glifosato (Roundup®) foi capaz de provocar efeitos toxicos, tais como:
perda de viabilidade em exposicdo aguda a concentragdes elevadas do produto, inducdo de
morte celular por apoptose e necrose, alteragdes morfoldgicas nas células submetidas as
diferenciacbes adipogénica e osteogénica e reducdo da atividade de fosfatase alcalina. A
estimativa da IC50, importante em estudos toxicolégicos, também foi um dado relevante
obtido nesse estudo na avaliacdo da resposta in vitro de células-tronco humanas expostas ao
agrotoxico.

Diante do exposto, esse trabalho estende-se por varios segmentos de pesquisa
necessarios para a confirmacdo dos processos celulares que acompanham a acdo desse
herbicida, assim como aprofundar a investigagdo dos mecanismos envolvendo a sua

toxicidade em células humanas, enfatizando-se os processos de morte celular.
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8 PERSPECTIVAS

Este trabalho foi pioneiro na avaliagdo dos efeitos do agrotoxico Roundup® na
sobrevivéncia, capacidade proliferativa e na diferenciacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo. A fim de estendermos a caracterizagdo dos mecanismos
relacionados a esses processos, temos como perspectivas para este estudo:

1- Analisar e quantificar a morte celular por necrose e apoptose induzida por Roundup®
utilizando técnicas adicionais, como por exemplo, citometria de fluxo e avaliacdo do
estado de condensacdo da cromatina com corantes que apresentem afinidade ao DNA
das ceélulas.

2- Quantificar a expressdo de genes relacionados a diferenciacdo durante o tratamento
com agrotoxico utilizando PCR em tempo real (Real Time-PCR).

3- Realizar uma andlise de mutagenicidade do Roundup® através do teste de
microndcleo.

4- Avaliar os efeitos toxicos dos adjuvantes da formulacdo comercial de glifosato,

principalmente do POEA, sobre as células-tronco derivadas de tecido adiposo humano.
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ANEXO A\ _ Parecer do Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS ‘
DEPTO. DE BIOQUIMICA E IMUNOLOGIA U F/\/\(;

Belo Horizonte, 15 de outubro de 2013

Ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

Atendendo solicitagdo estou enviado-lhe parecer do projeto de pesquisa intitulado: “Estudo
das células-tronco derivadas de tecido adiposo abdominal e palpebral humano como
biomarcadores de efeito do herbicida glifosato™, sob coordenagéio do Alfredo Miranda de
Goes.

Parecer:

Trata-se de um trabalho cujo objetivo € averiguar a genotoxicidade do glifosato sobre células-
tronco derivadas de tecido adiposo humano e tecido adiposo palpebral em exposigio de curto
e longo prazo, como modelo laboratorial de estudo dos efeitos deste herbicida sobre as células
humanas. O projeto apresenta méritos quanto ao emprego de metodologia atual, bem
fundamentada e pertinente com os objetivos propostos. As células serdo fornecidas por
pacientes submetidos a blefaroplastia na clinica de olhos da Santa Casa de Misericordia e
Sociedade Oftalmologica de Minas Gerais ¢ por pacientes submetidos 4 lipoaspiragiio no
Nicleo de Cirurgia Plastica que concordem em participar da pesquisa comprovando tal
concorddncia com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este
procedimento ndo trard nenhum desconforto adicional para o paciente nfio ferindo, portanto, a
ética médica, conforme preconizado pelo Comité de Ftica Médica da UFMG. As amostras
que serdo utilizadas neste projeto sdo normalmente descartadas apos a cirurgia e todos os
procedimentos serdo realizados somente apos assinatura de termo de consentimento. Portanto,
sou de parecer favoravel pela aprovagiio do projeto apresentado.

Atenciosamente, Q@

&
S
45
T ot il B

\_—~Dawidson Assis Gomes, MSc, PhD
Professor adjunto
Departamento de Bioquimica e Imunologia

Aprovado em reunido de Camara Departamental realizada em 16 de outubro 2013.

Coudan X, Moo

Prof. Carlos Renato Machado

Chele Dep. e Bioguinica ¢ Imusclegia
insbiuto de Cibncias Biologicas - UFMG
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ANEXO B - Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plabaforma
MINAS GERAIS %"M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DAS CELULAS-TRONCO DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSO ABDOMINAL
(hADSC) E PALPEBRAL (OFCSC) HUMANO COMO BIOMARCADORES DE EFEITO
DO HERBICIDA GLIFOSATO

Pesquisador: Alfredo Miranda de Goes

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 22912213.3.0000.5149

Instituigdo Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA
Patrocinador Principal: Ministério da Sadde

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 490.490
Data da Relatoria: 11/12/2013

Apresentagio do Projeto:

Esse trabalho visa o desenvolvimento de biomarcadores de efeito do herbicida glifosato. Para esse fim,
células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo abdominal e palpebral serdo utilizadas como modelo
experimental. Essas células, obtidas de pacientes saudaveis submetidos as cirurgias de lipoaspiragéo e
blefaroplastia, serdo cultivadas com a presenga ou ndo do agrotdxico. A resposta citologica in vitro ao
glifosato sera avaliada por varias técnicas de analise toxicoldgica. Os danos ao material genético e a
mortalidade das células expostas ao pesticida serdo averiguados por citometria de fluxo e testes
colonmétricos. Os resultados obtidos serdo utilizados para um futuro desenvolvimento de biossensores de

exposicdo a agrotdxicos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Primario:

Averiguar a genotoxicidade do glifosato sobre células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (hADSC)
e tecido adiposo palpebral (OFSC) em exposicdo de curto & longo prazo, como modelo laboratorial de
estudo dos efeitos deste herbicida sobre células humanas.

Objetive Secundario:

- Mensurar a viabilidade, capacidade proliferativa e producao de fosfatase alcalina das células-tronco
hADSC e OFSC cultivadas por longo prazo na presenga de agrotdxico. Além de avaliar a
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formagao de microndcleos (MNi) em células expostas a curto e longo prazo ao glifosato in vitro, a
fragmentagio do DNA dessas células-tronco cultivadas e expostas ao glifosato in vitro.

- Investigar a indugdo de senescéncia celular, apoptose e necrose em hDASC e OFSC expostas a curto e
longo prazo ao glifosato, visando compreender os mecanismos de toxicidade deste herbicida,

- Avaliar a capacidade de diferenciagio das hADSC e OFSC em ceélulas de linhagem osteogénica,
condrogénica e adipogénica cultivadas ou ndo em presenga de agrotoxico.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A condugdo dos experimentos planejados neste projeto prevé riscos minimos para a sadde dos
manipuladores, ja que esta de acordo com as normas de biosseguranca e serdo rigorosamente controlados.
Os resultados obtidos com a pesquisa serdo divulgados de acordo com o interesse da comunidade cientifica
e dentro de critérios &ticos sem gue haja exposigdo tanto dos pacientes guanto dos doadores envolvidos.
MNao existemn riscos associados ao procedimento adotado neste estudo para a coleta das bolsas de gordura
da palpebra e da gordura abdominal. O paciente sera exposto apenas aos riscos inerentes a cirurgia em gue
sera submetido. De qualquer maneira, o paciente estara em regime de intemacio e sera assistido por
profissionais gualificados que fazem parte da equipe médica multidisciplinar das clinicas participantes. O
método de obtengio das células ndo acarreta danos para a salde, nem prejudica a recuperagdo do
paciente, mesmo assim, as amostras de tecido adiposo serdo oblidas somente com a permissdo por escrito
destes. As células serdo obtidas de pacientes submetidos a blefaroplastia e lipoaspiragdo. O cirurgiao
plastico responsavel reservara, durante o ato cirdrgico, as bolsas de gordura e o tecido adiposo abdominal
que serdo encaminhados ao Laboratdrio de Imunologia Celular e Molecular do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, sob coordenago do professor Alfredo Miranda de
Goes. Os pacientes terdo suas identidades preservadas e receberdo um termo de consentimento no qual
constara o destino do material. Os experimentos ndo apresentam riscos a comunidade, & salde humana e
nem aoc meio ambiente. Todo material bioldgico sera descartado de

acordo com as normas de biosseguranga, sendo os residuos tratados e descontaminados antes da
disposicao final.

Beneficios:

Este projeto podera contribuir para o desenvolvimento de biomarcadores de efeito para avaliagdo dos
impactos da utilizagio do herbicida glifosato sobre a salde de trabalhadores rurais, através da avaliagio de
parametros bioguimicos, toxicolégicos e gendmicos em células-tronco adultas,
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objetivando, assim, uma futura construgdo de um biossensor para a detecgdo de danos & sadde em
individuos expostos ocupacionalmente ao glifosato, associado ou ndo a outros agrotoxicos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa relevante sobre o efeito genotoxicidade do glifosato sobre células-tronco
derivadas de tecido adiposo humano & a busca de um possivel biomarcador para o efeito deletério toxico
desta substancia. Os autores tem dominio sobre o método utilizado. Estudos prévios vem sendo
desenvolvidos pelo grupo de pesquisadores que ja obtiveram aprovagio do Comité de Etica para outros
projetos relacionados. Os autores do atual projeto solicitam permiss3o para incluirem a atual pesquisa na
condugdo de experimentos com o herbicida glifosato. A pesquisa sera feita em colaboragdo com a Clinica
de Olhos da Santa Casa e Nicleo de Cirurgia Plastica. O material utilizado na pesquisa &, geralmente,
descartado apos sua retirada. A utilizagdo na pesquisa dependera da concordancia do paciente mediante
assinatura do TCLE.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos os termos de apresentacio obrigatoria foram adequadamente apresentados:
- Projeto de Pesquisa anexo

- Folha de rosto assinada pelo diretor do ICB

= Parecer da Camara Departamental

- Anuéncia da Clinica de Olhos da Santa Casa

= Anuéncia do Nicleo de Cirurgia Plastica

- TCLE em linguagem acessivel & em forma de convite

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Pesquisa relevante na area que propde ser desenvolvida e podera trazer contribuigdo na pesquisa
envolvendo o efeito toxico do herbicida glifosato sobre as células-tronco adiposas humanas. M3o ha
impedimentos éticos para a sua realizagdo. Portanto, SMJ, somos favoraveis a sua aprovagao.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:
Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.
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