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RESUMO

Pesticidas tém como finalidade controlar, repelir ou matar pragas, que séao
organismos vivos indesejados como insetos ou plantas, que podem gerar perdas
econdbmicas ou propagar doengas. Todavia, essas substéncias quimicas podem
apresentar sérios efeitos toxicos para os seres humanos. O glifosato € o herbicida
mais utilizado no mundo, enquanto o inseticida carbaril ja foi proibido na Europa,
mas continua sendo extensamente utilizado em outros paises. Existe uma relagao
entre a exposi¢cado aos pesticidas e alteragdes do sistema imunoldgico, mas a agao
sobre a fungdo dos macrofagos nao foi completamente esclarecida. Os macrofagos
sdo importantes células fagociticas do sistema imunoldgico, responsaveis pela
deteccédo e eliminagdo de agentes estranhos. Dessa forma, esse estudo teve como
objetivo analisar os efeitos dos pesticidas carbaril e glifosato sobre caracteristicas
vitais ao funcionamento do sistema imunologico utilizando a linhagem de
macrofagos murinos RAW 264.7. As células foram plaqueadas e cultivadas em meio
DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibioticos. Apos 24 h o meio foi
substituido por novo meio contendo 2% de SFB e os pesticidas carbaril (0,015; 0,15
e 1,50 yM) e glifosato (0,25; 2,5 e 25 pM). Os veiculos empregados para o preparo
dos pesticidas (0,05% DMSO e 0,05% de agua) foram utilizados como controle.
Apos 24 h de exposigao, os ensaios azul de tripan e atividade fagocitica foram
realizados, ndo sendo encontradas alteracbes em ambos os parametros. Esses
resultados sugerem que as concentragdes estipuladas pela ANVISA, nas quais as
concentragbes desse estudo foram baseadas, ndo apresentam efeitos prejudiciais
ao funcionamento de macrofagos.

Palavras-chave: Sistema Imunoldgico. Imunotoxicidade. Atividade Fagocitica.
Viabilidade Celular.
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1. INTRODUCAO

O sistema imunoldgico tem como fungdo detectar e eliminar moléculas
estranhas do corpo humano, sendo capaz de diferenciar moléculas e células
estranhas das normalmente presentes no organismo. Esse sistema €& dividido em
respostas inatas e adquiridas (ALBERTS et al., 2010). O macréfago € uma célula
fagocitica do sistema imunolégico inato que atua na destruicdo de agentes
estranhos utilizando mecanismos como a producéo de moléculas reativas, entre elas
o radical hidroxila (‘OH). Outras fungdes incluem a atividade citotéxica contra células
tumorais, inflamagao, remodelagéao tecidual e ampliagdo da resposta imunoldgica
adaptativa (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008) (FIGURA 1).

FIGURA 1 - FUNCOES EXERCIDAS POR MACROFAGOS
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Tanto a imunossupressao quanto a imunoestimulagdo podem gerar graves

consequéncias para a saude humana. Um sistema imunologico incapaz de



responder adequadamente a um patégeno acarreta numa maior probabilidade de
desenvolvimento de doengas infecciosas. Agentes imunoestimulantes sao
geralmente utilizados no tratamento contra o céancer, visto que um sistema
imunoldgico deficiente pode resultar no aumento da incidéncia de tumores. A
imunossupressdo esta mais comumente associada as leucemias e linfomas,
principalmente ao linfoma n&o-Hodgkin (LNH). Uma resposta exacerbada desse
sistema pode gerar reagdes alérgicas, como rinite, asma ou até mesmo choque. A
inabilidade de diferenciar moléculas préprias de estranhas ocasiona a
autoimunidade, quando o sistema imunolégico ataca componentes do proprio
organismo (REPETTO; BALIGA, 1996; MISHRA; SOPORI, 2012).

Diversos estudos epidemioldgicos e experimentais tém sido realizados para
estudar os efeitos de diversos pesticidas na saude humana. Um grande problema
ocorre pelo fato de que os testes de seguranga exigidos para permitir o registro de
pesticidas ndo s&o realizados pelas agéncias regulamentadoras, havendo entdo um
conflito de interesses durante a investigagéo cientifica (EPA, 2015).

O carbaril é classificado como um possivel carcinégeno por induzir tumores
em ratos e tem sido associado ao melanoma e ao LNH (HAMADA, 1993a, nao
publicado). Esse pesticida esta atualmente proibido em paises da Unido Europeia
(UNIAO EUROPEIA, 2007). O glifosato é o pesticida mais utilizado no mundo e
apresenta efeitos teratogénicos, tumorigénicos e hepatotdéxicos (MESNAGE et al.,
2015).

O presente estudo analisou o efeito dos pesticidas carbaril e glifosato sobre a

viabilidade e a atividade fagocitica de macrofagos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Investigar o efeito dos pesticidas carbaril e glifosato sobre caracteristicas
importantes para a funcdo dos macrofagos utilizando a linhagem celular RAW
264.7.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar o efeito dos pesticidas sobre a viabilidade celular de macréfagos
da linhagem RAW 264.7;

e Determinar o efeito dos pesticidas sobre a atividade fagocitica de macroéfagos
da linhagem RAW 264.7.



3. JUSTIFICATIVA

Pesticidas s&o substancias utilizadas principalmente na agricultura para
eliminar pestes, podendo agir como inseticidas, herbicidas, fungicidas, entre outros
(NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH SCIENCES (NIEHS),
2015).

A exposicdo aos pesticidas pode ocorrer pela ingestdo de alimentos
cultivados na presenca desses compostos, como frutas e verduras, ou de animais
expostos como peixes; pelo contato com a pele, no caso de pesticidas de uso
residencial; através da contaminagdo do solo, das aguas para consumo ou
recreacdo humana ou até mesmo do ar, no caso de pesticidas volateis. Dessa
forma, os humanos encontram-se altamente expostos, através de diferentes vias, a
essas substancias que podem apresentar sérios efeitos adversos.

Diversos pesticidas extensamente utilizados ja foram proibidos em raz&o da
sua alta toxicidade. Dentre eles o diclorodifeniltricloroetano (DDT), um dos mais
conhecidos, foi proibido nos EUA em 1972 por atuar como um desregulador
endocrino e provavel carcindégeno. Antes de seu banimento, esteve disponivel para
uso por aproximadamente 30 anos, sendo ainda possivel detecta-lo em amostras de
sangue humano (JAGA; DHARMANI, 2003). Esses dados demonstram a
importancia da realizagdo de estudos que avaliem a toxicidade dos pesticidas
atualmente utilizados.

Dentre os diversos efeitos que um pesticida pode apresentar esta a
imunotoxicidade. O sistema imunoldgico protege o organismo contra patdogenos e
moléculas nocivas. Tendo em vista essa fung¢ado, sua desregulagcdo pode acarretar
no aparecimento de graves doengas como o céncer. Dessa forma, é importante
estudar o efeito desses agentes em um dos integrantes celulares desse sistema, os

macrofagos, de forma a entender como os pesticidas podem gerar imunotoxicidade.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. MACROFAGOS

O sistema imunoldgico é responsavel pela protecdo contra agentes nocivos e,
para exercer sua fungdo, detém diversos componentes quimicos, proteicos e
celulares. A resposta imunolégica adaptativa consegue distinguir substancias
similares e adquirir memoaria para uma proxima infecgao, ao contrario da resposta
inata, que nao gera memoria e nao é especifica para um determinado patégeno, ela
somente reconhece estruturas comuns a varios microrganismos (ALBERTS et al.,
2010).

Dentre as células do sistema imunoldgico inato ou natural estdo as células
Natural Killer (NK) e os fagocitos, os quais tém a fung&o de identificar, fagocitar e
destruir microrganismos. Os fagocitos podem ser células dendriticas, neutrofilos e
fagdcitos mononucleares. Os ultimos tém origem na medula éssea e ao atingir o
sangue periférico sdo chamados mondcitos. Assim que os mondcitos chegam aos
tecidos eles sofrem maturagdo e passam a ser denominados macréfagos.
Macrofagos de cada tecido recebem nomes especificos, como as células de Kupffer
e osteoclastos, macréfagos do figado e dos ossos, respectivamente (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). Os macréfagos presentes no tecido sdo chamados
residentes e funcionam como vigilantes no caso de aparecimento de microrganismos
invasores. Outro grupo de macréfagos, chamados macrofagos recrutados, provém
de mondcitos circulantes que se tornam macrofagos ao atingirem os tecidos. Eles
podem ser recrutados em estado de infecgdo ou mesmo na auséncia desse e
servem para reabastecer os tecidos com macréfagos (BOWDISH; GORDON, 2007).

Os macroéfagos tém importante papel homeostatico, participando da “limpeza”
do ambiente tecidual através da fagocitose de agregados proteicos, moléculas
desnaturadas e células apoptoticas e da destruicdo de células tumorais (BOWDISH,;
GORDON, 2007). O processo de fagocitose realizado pelas células fagociticas
compreende o englobamento de grandes particulas (>0.5 ym). Ele é iniciado pela
ligacdo de receptores presentes nos macréfagos a opsoninas, como anticorpos e
moléculas do complemento ou a moléculas conservadas nos patdégenos, como 0s

lipopolissacarideos (LPS) de bactérias. O macrofago entdo emite projecbes de



10

membrana ao redor da particula reconhecida até engloba-la completamente e formar
um fagossomo que se funde com lisossomos, formando um fagolisossomo, onde
ocorre a eliminagado dos microrganismos (RABINOVITCH, 1995; SWANSON; BAER,
1995; ALLEN; ADEREM, 1996; ADEREM; UNDERHILL, 1999). Apds a
internalizagcdo do patégeno, ha a produgdo de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio e uma reducédo do valor de pH que ativa proteases necessarias para a
destruicdo do patogeno (BOWDISH; GORDON, 2007, 2009). Elevada quantidade de
oxigénio é utilizada para a produgéo de superoxido (O2”), catalisada pelo complexo
NADPH oxidase, e peroxido de hidrogénio (H20;), catalisada pela superdxido
dismutase, num processo conhecido como burst respiratorio. Entretanto O2” e H20;
sdo apenas produtos intermediarios nesse processo, que deve formar potentes
agentes microbicidas, como o radical ‘OH (UNDERHILL; OZINSKY, 2002; BABIOR,
1984). Oxido nitrico (NO) também é produzido pela enzima 6xido nitrico sintase.
Este radical gasoso, soluvel em lipideos e agua, interage com oxigénio e outras
espécies reativas para formar outros radicais como didéxido de nitrogénio (NO-) e
peroxinitrito (ONOQO") (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997). O meio acido resultante
também permite a apresentagdo de antigenos através do MHC de classe |l para o
reconhecimento por linfécitos T, amplificando a resposta imunoldgica adaptativa
(BOWDISH; GORDON, 2009). Outra resposta dos macréfagos frente a infecgdo ou
dano tecidual € a ativacdo da resposta inflamatoria, secretando mediadores pro-
inflamatorios como as citocinas IL-1, IL-10, IL-12 e TNF (MURRAY; WYNN, 2011).

Em contraste com a fungédo pré-inflamatoéria, alguns macrofagos exercem
atividade anti-inflamatoria, importante para a regeneragao e reparo de dano tecidual.
Para isso, os macrofagos produzem fatores de crescimento que estimulam células
epiteliais e fibroblastos, como PDGF e TGFf; e citocinas, como IL-10 (MURRAY;
WYNN, 2011).

Além disso, os macréfagos ativados podem apresentar atividade citotdxica
contra células tumorais, através da inibicdo da atividade mitocondrial, da sintese do
DNA etc (HIBBS; TAINTOR; VAVRIN, 1987).



11

4.2. CARBARIL

O carbaril (1-naftil metilcarbamato) € um inseticida pertencente a familia dos
carbamatos, utilizado para o controle de pestes como mosquitos, formigas, baratas,
tracas, besouros e carrapatos (NATIONAL PESTICIDE INFORMATION CENTER
(NPIC), 2003) (FIGURA 2). E utilizado na agricultura, jardinagem e em animais de
estimacdo para a eliminacdo de carrapatos. Seu mecanismo de agcido consiste na
inibicao reversivel da enzima acetilcolinesterase, sendo capaz de causar morte por
parada respiratéria em humanos em exposicbes muito altas (SARGIN; CIRAK;
GURCAY, 1992).

FIGURA 2 - FORMULA QUIMICA DO CARBARIL
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FONTE: SIGMA-ALDRICH, 2016a

Carpenter et al. (1961) detectaram que aproximadamente 31% da dose de
carbaril administrada em ratos é excretada na forma de conjugados de 1-naftol e o
resto como carbaril. Em baratas, o carbaril é eliminado como 1-naftol e conjugados
de 1-naftol. Os metabdlitos do carbaril identificados em coelhos foram N-hidroxi
metilcarbaril, 4-hidroxi carbaril, 5-hidroxi carbaril, 5,6-diidro-5,6-diidroxi carbaril, 5,6-
diidro-1,5,6-triidroxi naftaleno e 1-naftol. Os mesmos metabdlitos foram identificados
em figado de ratos. Em galinhas, os metabdlitos gerados foram 1-naftol, 1-naftil
glicuronideo, sulfato de naftil e sulfato de 4-hidroxicarbaril (KNAAK, 1971).

O CONAMA regulamenta os niveis de contaminagdo da agua por pesticidas
dependendo da classificacdo das aguas. Aguas doce de classe | sdo aquelas
utilizadas para consumo humano apds tratamento simplificado; recreagao de contato
primario; protecdo de comunidades aquaticas e irrigacdo de hortalicas e frutas.
Aguas doce de classe |l sdo usadas para consumo humano apds tratamento

convencional; recreagao de contato primario; protecado de comunidades aquaticas;
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irrigacéo de hortaligas, frutas, jardins e outras areas de lazer e a aquicultura e pesca.
As de classe lll sdo destinadas ao consumo humano apés tratamento convencional
ou avangado. Aguas doces podem ter até 0,02 pg/l de carbaril quando classificadas
como classe | ou Il e até 70 pg/l quando de classe Ill. Aguas salinas e aguas
salobras podem ter até 0,32 ug/l desse inteticida (CONAMA, 2005).

A ANVISA estabelece o nivel de ingestéo diaria aceitavel (IDA) de carbaril em
até 0,003 mg/kg de peso corporal (ANVISA, 2015). A agéncia ambiental americana,
EPA (Environmental Protection Agency), n&o estipula um valor maximo de
contaminagdo da agua para o carbaril, porém regulamenta a IDA em até 0,096
mg/kg (EPA, 1984). A EPA classifica o carbaril como possivelmente carcinogénico
baseado no estudo realizado por Hamada (1993a, néo publicado) que analisou 80
ratos expostos a 100, 1000 e 8000 ppm de carbaril na racdo durante 104 semanas.
Todas as doses aumentaram a incidéncia de neoplasias vasculares em ratos
machos, enquanto nas fémeas esse resultado sé foi obtido na maior dose. Nesse
mesmo grupo de fémeas também foi observado aumento de neoplasias hepaticas,
entre eles adenomas, carcinomas e um hepatoblastoma. Outro estudo conduzido
por Hamada (1993b, n&do publicado) expds 90 ratos por 104 dias a 250, 1500 e 7500
ppm de carbaril. Na maior dose, as fémeas apresentaram aumento da incidéncia de
adenomas hepaticos.

Resultados contrarios foram obtidos por Carpenter et al. (1961). Durante 2
anos, um total de 40 ratos foram alimentados com ragdo misturada com Sevin,
produto comercial do carbaril, nas concentragcdes de 0,04; 0,02; 0,01 e 0,005%. A
incidéncia de tumores foi analisada apds 6, 9 e 12 meses e novamente apos 732 e
736 dias. Nao houve alteragao significativa no numero de animais que apresentaram
tumores nem do numero total de tumores encontrados.

Em 2007, este pesticida foi banido da Unido Europeia em razdo das suas
propriedades carcinogénicas e possiveis riscos para aves, mamiferos, artropodes e
organismos aquaticos (UNIAO EUROPEIA, 2007).

Jorsaraei et al. (2014) estudaram os efeitos do carbaril no sistema
imunologico apods injecéo intraperitoneal de 10 e 30 mg/kg de carbaril em ratos
machos por 28 dias consecutivos. A maior concentracdo reduziu a massa dos
orgaos linfoides bago e timo, e gerou reducéo da proliferagdo de linfocitos do bago
apo6s estimulagdo com concavalina-A, possivelmente pela inibicdo da producéo de
IL-2. Além disso, houve reducdo dos niveis da citocina IFN-y, um ativador de
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macrofagos.

Li, Kobayashi e Kawada (2015) verificaram que o carbaril induz apoptose de
forma concentracdo e tempo-dependente em linfocitos T. Os autores expuseram a
linhagem celular Junkat T as concentragdes de 0 a 40 uM de carbaril durante 4, 8,
16 e 24 h e observaram aumento de apoptose em todos os grupos testados.
Linhagem de células de bréanquias FG expostas a 0,1 a 150 mg/l por 24 h também
apresentaram reducao da viabilidade de forma concentracdo-dependente a partir de
10 mg/l (PANDEY; GUO, 2015).

Codornas (Colinus virginianus) sdo normalmente hospedeiras assintomaticas
do protozoario Histomonas meleagridis, todavia a exposicado desses animais ao
Sevin foi capaz de torna-los suscetiveis a infeccédo por histomoniase. Um total de 22
codornas receberam 10 ug de Sevin via oral um dia antes da administragcédo oral de
100 a 5000 ovos infectados. Doses de 1000 ovos ou mais resultou no diagnéstico de
histomoniase e mortalidade de 63% (ZEAKES; HANSEN; ROBEL, 1981).

Singh, Singhal e Chauhan (2007) estudaram diversos aspectos da
imunotoxicidade induzida pelo carbaril em 16 galinhas com idade de 2 a 3 semanas.
Os animais foram expostos a 20 ppm de carbaril na ragdo por 3 meses. A contagem
total de linfocitos foi realizada a cada 10 dias, do dia 0 ao 90. A partir do dia 70 os
autores observaram uma redugé&o no numero de linfocitos totais no grupo exposto. A
capacidade de proliferacdo de ambos linfocitos B e T apds estimulacdo com
concavalina-A e LPS juntamente foi reduzida a partir do dia 50 até o final do terceiro
més. A funcdo dos macréfagos foi testada pela capacidade dessas células de
converterem o composto incolor nitroblue tetrazolium (NBT) em um composto azul,
formazan. Do dia 60 até o final do experimento houve redugdo do numero de células
NBT positivas que chegou a quase 40% no dia 90.

Em contraste com esses resultados, Street e Sharma (1975) ndo encontraram
alteragdes na contagem de leucdcitos de ratos expostos a 4, 20, 45 e 150 ppm de
carbaril na ragcado durante 4 semanas. Entretanto, 24 dias ap6s a administracdo de
hemacias de ovelha nos animais, houve uma queda na contagem de y-globulinas no
grupo de 4 ppm.

Estudos epidemiologicos mostram uma associagao entre LNH e exposi¢ao ao
carbaril. Mcduffie et al. (2001) analisaram informagbes de homens canadenses e
encontraram aumento da incidéncia de LNH em homens expostos ao carbaril. O

mesmo foi observado em uma pesquisa realizada com a populacido norte-
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americana, na qual foi visto que a exposi¢gao aos carbamatos aumentou o risco de
desenvolver LNH de 30 a 50% em relagao aos ndo expostos (ZHENG et al., 2001).
Além do LNH, Dennis et al. (2010) também acharam uma associagdo entre a
exposi¢ao ao carbaril e o0 melanoma cutaneo. Um risco aumentado de melanoma

também foi observado por Mahajan et al. (2007).
4.3. GLIFOSATO

O (lifosato (N-(fosfometil)glicina) € um herbicida usado para eliminagcéo de
plantas infestantes na produgdo agricola e também em margens de ferrovias e
rodovias (ANVISA, 2015) (FIGURA 3). Atua inibindo uma enzima necessaria para a
sintese de aminoacidos essenciais para a planta, levando-as a morte por inanigao
(JABLONKALI, 2011).

FIGURA 3 - FORMULA QUIMICA DO GLIFOSATO

0
o H

HO—I%—/N\)J\OH
OH

FONTE: SIGMA-ALDRICH, 2016b

Em 1987 o glifosato era o 17° pesticida mais utilizado na agricultura nos EUA,
com 2,72 a 3,62 milhdes de kg sendo aplicados nesse setor. Duas décadas mais
tarde, em 2007, ele ja havia se tornado o pesticida mais consumido nos EUA,
atingindo o consumo de 81,6 a 83,9 milhdes de kg, totalizando mais que o dobro do
segundo pesticida mais usado, a atrazina, com aproximadamente 34 milhdes de kg
(EPA, 1999, 2011). A EPA n&o divulgou novos dados de consumo de pesticidas
desde 2007.

De acordo com o CONAMA aguas doces de classe | ou Il podem ter até 65
ug/l de glifosato e as de classe Ill podem ter até 280 ug/l (CONAMA, 2005). A EPA
regulamenta o nivel maximo de contaminagao da agua potavel por glifosato em 0,7
mg/l e a IDA em 0,3 mg/kg. (EPA, 1994). Ja a ANVISA estabelece o nivel de IDA em
0,042 mg/kg (ANVISA, 2015).
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Em ratos, cerca de 90% do pesticida € eliminado pela urina e fezes apos 7
dias da exposigao, sendo a maior parte excretada pelas fezes. O principal metabdlito
identificado é o acido aminometilfosfénico (AMPA), produto do metabolismo de
bactérias (BREWSTER; WARREN; HOPKINS, 1991).

Um estudo recente realizado na Alemanha analisou residuos de glifosato e
AMPA em amostras de urina de 182 voluntarios de 18 paises europeus. A média
encontrada para o glifosato foi de 0,21 ug/l e para AMPA 0,18 pg/l. Esses valores
mostram a exposicdo ao glifosato provavelmente através de alimentos e agua
contaminados (HOPPE, 2013).

Anadlise de aguas superficiais da microbacia hidrografica Arroio Passo do Pilao,
em Pelotas, RS, revelaram presenca do herbicida em aproximadamente 50% das
amostras analisadas. Foram realizadas coletas de 15 areas 30 e 60 dias apds a
aplicacao de glifosato. A maior parte das areas teve concentragdes de 20 a 30 ppb,
detectadas na coleta pés 30 dias. Concentragcdes acima de 100 ppb foram
detectadas em areas mais proximas do cultivo (SILVA; PERALBA; MATTOS, 2003).
Bohm et al. (2008) analisaram residuos de glifosato em graos de soja e encontraram
19 mg/kg de glifosato apés uma aplicagcdo do herbicida e 38 mg/kg apds duas
aplicacdes. Ambas concentragdes estao acima do limite estabelecido pela ANVISA
para a soja, de 10 mg/kg (ANVISA, 2015).

El-Gendy, Aly e EI-Sebae (1998) estudaram o efeito do glifosato em
componentes celulares e humorais do sistema imunoldgico. A exposi¢cao de peixes
da espécie Tilapia nilotica a concentragado de glifosato 1000 vezes menor que a
recomendada para campo durante 96 h reduziu em mais de 50% a proliferacdo de
linfécitos T frente aos mitdgenos concavalina-A e fitohemaglutinina separadamente.
Linfécitos B estimulados com LPS também sofreram reduc¢ao de proliferagao de 46%
4 semanas apos o término da exposi¢cado. A concentracdo de anticorpos formados
apos imunizagado com hemacias de ovelha diminuiu no grupo exposto ao carbaril.

Siroski et al. (2016) encontraram uma redug&o na atividade das proteinas do
complemento de jacarés expostos a formulagdo comercial do carbaril, Roundup.
Jacarés (Caiman latirostris) foram inicialmente expostos a 21 mg/l do produto. A
agua foi trocada a cada 2 dias com concentragcbes decrescentes de glifosato para
mimetizar a degradacdo natural do composto em agua. Ao final do experimento,
apos 70 dias, a concentragdo em agua era de 5 mg/l. A atividade das proteinas,
medida apds incubagdo do plasma dos animais com hemacias de ovelha, sofreu
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uma reducao de aproximadamente 20%. Um estudo similar realizado por Latorre et
al. (2013) também relatou reducdo na contagem de leucocitos e no crescimento de
Caiman latirostris expostos as mesmas concentracdes utilizadas por Siroski et al.
(2016) durante 2 meses.

Ma e Li (2015) verificaram alteracdes nos niveis de citocinas de carpas
(Cyprinus carpio) expostas a 52,08 mg/l e 104,15 mg/l de glifosato por 24, 72 e 168
h. Os niveis da citocina TNF-a foram elevados no figado, rins e bagco de todos os
grupos, a excegao dos rins na menor concentragado apos 168 h, em que ocorreu uma
reducdo. Os niveis da citocina IFN-y aumentaram nos rins e reduziram no bacgo e
figado, exceto no grupo de 104,15 mg/l e 168 h, que sofreu um aumento. Ja os
niveis de IL-1p3 cresceram no figado e diminuiram no bago.

Kwiatkowska et al. (2016) analisaram o efeito de 0,01 a 10 mM de glifosato
em células sanguineas periféricas de humanos apds exposicéo por 4 e 24 h. A
concentracdo de 10 mM a 24 h diminuiu a viabilidade das células. Também na
exposi¢cao mais longa, glifosato a partir de 5 mM levou a redugéo nos niveis de ATP,
fator geralmente associado a necrose.

A exposigdo ao glifosato tem sido associada a um maior risco de
desenvolvimento de LNH. Um dos primeiros estudos epidemiolégicos a encontrar
essa associagao foi baseado em apenas quatro casos (HARDELL; ERIKSSON,
1999). Entretanto um estudo realizado no Canada que analisou 51 casos de LNH
observou que a exposicdo ao glifosato por mais do que 2 dias ao ano esta
relacionada a um maior risco de desenvolver este tipo de cancer (MCDUFFIE et al.,
2001). De Roos et al. (2003) também encontraram maior incidéncia de LNH em
homens expostos ao glifosato nos EUA. Apesar desses dados, um estudo
prospectivo mais recente ndo encontrou associagédo entre glifosato e LNH, porém
observou um risco de mieloma multiplo quase trés vezes maior em individuos

expostos ao glifosato em relagdo aos ndo expostos (DE ROOS et al., 2005).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. DESENHO EXPERIMENTAL

Células RAW 264.7 foram cultivadas em meio DMEM, pH 7.4, contendo 10%
de SFB, 10 U/ml penicilina e 1 ug/ml de estreptomicina, e mantidas em incubadora a
37°C e 5% de CO,. O meio de cultura foi substituido a cada dois dias.

Células confluentes foram tripsinizadas (0,25% tripsina, 0,02% de EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético)), plaqueadas em placas de 24 ou 96 pogos e
cultivadas por 24 h. Apos esse periodo, o meio de cultura foi substituido por novo
meio contendo 2% de SFB, os antibioticos e os pesticidas, totalizando 6 grupos
expostos: 0,015; 0,15 e 1,50 uyM de carbaril; 0,25; 2,5 e 25 uyM de glifosato (FIGURA
4). As concentragdes foram baseadas na IDA estabelecida pela ANVISA para esses
pesticidas (ANVISA, 2015). As células foram expostas por 24 h aos pesticidas. Agua
e DMSO a 0.05% foram utilizados em dois grupos controle, visto que o glifosato foi
preparado em agua e o carbaril; em DMSO.

FIGURA 4 - DESENHO EXPERIMENTAL
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DMEM + 109% SFB +  Células tripsinizadas Novo meio de cultura

antibiéticos 2% SFB
Plaqueadas
Incubadora Exposicao aos
37 °C, 5% CO, 24h pesticidas

FONTE: O autor (2016).
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5.2. AZUL DE TRIPAN

O ensaio de azul de tripan indica a viabilidade das células de acordo com a
permeabilidade da membrana plasmatica. O corante azul de tripan se liga a
proteinas intracelulares ao atravessar a membrana de células ndo viaveis, corando-
as de azul. As células viaveis ndo permitem a incorporacdo do corante, visto que
mantém a integridade da membrana plasmatica (PHILLIPS, 1973).

Para este ensaio foram plaqueadas 2x10* células/poco em placas de 96
pocos (FIGURA 5). Apds a exposi¢cao, o meio de cultura foi retirado e 30 pl da
solucdo de azul de tripan (0,04%, Sigma®) foram adicionados em cada poco. Os
pocos foram lavados com PBS em temperatura ambiente e imagens de cada pogo
foram capturadas pelo microscépio invertido, totalizando 18 imagens por grupo em
cada replicata e 54 nos trés experimentos realizados (GLINSKI et al., 2016)
(FIGURA 6).

O indice de viabilidade foi calculado de acordo com a seguinte formula:

IV =V*100/ (V + NV)
Sendo que:
IV = indice de Viabilidade
V = n° de células viaveis/nao coradas

NV = n° de células ndo viaveis/coradas em azul

FIGURA 5 - AZUL DE TRIPAN - DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS

‘ H,0 0.05%

‘ Glifosato - 25 uM
. DMSO 0.05%
. Carbaril - 0,015 uM

Carbaril - 0,15 uM

‘ Carbaril - 1,5 uM

Replicata | Replicata Il

FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 6 - METODOLOGIA DO ENSAIO DE AZUL DE TRIPAN

) =
: ii -
2x10% células/pogo Pesticidas 30 ul de azul de
tripan

e T T T T T

>

24h 24h

——y _)
- T
ERRE:

Lavagem com PBS Imagens capturadas

FONTE: O autor (2016).

5.3. ATIVIDADE FAGOCITICA

Para o ensaio de atividade fagocitica foram plaqueadas 5x10* células/pogo
em laminulas em placas de 24 pogos (FIGURA 7). Dado o tempo de exposigao,
leveduras Saccharomyces cerevisiae foram adicionadas a placa em meio de cultura
sem soro, huma proporgcao de 1:10 de células para leveduras. Apds 2 h os pogos
foram lavados duas vezes com PBS em temperatura ambiente para remog¢ao das
leveduras nado fagocitadas. Depois, foram fixadas em etanol 95%, coradas com
Giemsa (Merck®) e analisadas sob microscépio de campo claro (FIGURA 8). O
indice fagocitico foi calculado de acordo com a seguinte formula (BUCHI; DE
SOUZA, 1992):

IF = (Mi/Ma)*(Ma/Mt)
Sendo que:
IF = indice Fagocitico
Mi = n° de microrganismos internalizados
Ma = n° de macréfagos com microrganismos

Mt = n° total de macréfagos
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Além do indice fagocitico, somente o numero de leveduras fagocitadas por
macrofagos (Mi/Ma) em cada grupo também foi analisado.

FIGURA 7 - ATIVIDADE FAGOCITICA - DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS

. H,0 0.05%
I “““

Glifosato - 25 uM

e 00000
Carbaril - 0,015 uM “’
Carbaril - 0,15 uM

Carbaril - 1,5 uM

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 8 - METODOLOGIA DO ENSAIO DE ATIVIDADE FAGOCITICA

Pesticidas 5x10> Saccharomyces
cerevisiae
24h 24h

mw“.
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=% i
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com PBS Giemsa capturadas

FONTE: O autor (2016).
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5.4. ANALISE ESTATISTICA

Um total de trés replicas utilizando trés culturas celulares distintas foi
realizado para cada ensaio. Os dados do ensaio da atividade fagocitica passaram
pelo teste de normalidade e foram analisados por ANOVA de uma via, enquanto o
ensaio de azul de tripan n&do passou pelo teste de normalidade e foi analisado pelo
teste ndo paramétrico Kruskall Wallis. O valor de p<0,05 foi adotado como
significativo. O programa GraphPad Prism foi utilizado para analise dos dados e
composic¢ao dos graficos.
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6. RESULTADOS

Nao houve diferenga entre o controle H,O e as concentragdes de glifosato, e
entre o controle DMSO e os grupos expostos ao carbaril para o teste de viabilidade

celular com azul de tripan (FIGURA 9).

FIGURA 9 - VIABILIDADE CELULAR
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FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: Viabilidade celular realizada em linhagem de macréfagos ndo expostos (H,O e DMSO a
0,05%) e expostos as concentragdes de 0,015; 0,15 e 1,50 uM de carbaril e 0,25; 2,5 e 25 yM de
glifosato.

O teste de atividade fagocitica n&o identificou alteragdes no indice fagocitico
das células expostas aos pesticidas comparadas aos seus respectivos controles
(FIGURAS 10; 11; 12).

O numero de leveduras fagocitadas por macrofagos também ndo apresentou

variagao significativa.
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FIGURA 10 - ATIVIDADE FAGOCITICA
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LEGENDA: Indice fagocitico medido em linhagem de macréfagos ndo expostos (H,O e DMSO a
0,05%) e expostos as concentragdes de 0,015; 0,15 e 1,50 uyM de carbaril e 0,25; 2,5 e 25 pM de
glifosato.

FIGURA 11 - ENSAIO DE ATIVIDADE FAGOCITICA |
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LEGENDA: Ensaio de atividade fagocitica. Grupo controle H,O (0,05%) e grupos expostos ao
glifosato G1 (0,25 uM); G2 (2,5 uM) e G3 (25 uM).
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FIGURA 12 - ENSAIO DE ATIVIDADE FAGOCITICA I
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LEGENDA: Ensaio de atividade fagocitica. Grupo controle DMSO (0,05%) e grupos expostos ao
carbaril C1 (0,015 yM); C2 (0,15 uM) e C3 (1,50 uM).
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo estudar os possiveis efeitos tdxicos
promovidos pelos pesticidas carbaril e glifosato em macrofagos que poderiam levar
a alteragbes do sistema imunoldgico. Para isso, foi utilizada a linhagem de
macrofagos RAW 264.7, visto que os macréfagos sao as primeiras células de defesa
a responderem contra componentes estranhos (BABIOR, 2000).

O ensaio de viabilidade celular azul de tripan foi utilizado com o propdsito de
identificar alteragdes na viabilidade celular pela perda da integridade de membrana.
Apesar de poder diferenciar células vivas das mortas, células viaveis podem sofrer
alteracbes nao detectaveis pelo teste de forma a alterar seu funcionamento
adequado. Para verificar o efeito dos pesticidas na fungdo de fagocitose exercida
pelos macréfagos foi realizado o ensaio de atividade fagocitica. Em ambos testes,
nao houve variagdo significativa, indicando que o carbaril e o glifosato nas
concentragbes testadas ndo parecem exercer efeitos deletérios em linhagem de
macrofagos. Esses resultados estdo de acordo com o pressuposto estabelecido pela
ANVISA de que a IDA é a quantidade maxima que pode ser ingerida durante a vida
sem apresentar risco a saude. Entretanto é importante ressaltar que apesar dessas
concentragbes aparentarem seguras, concentracdes acima das aceitas pela ANVISA
foram encontradas em agua e alimentos, aumentando e dificultando a precisdo da
real exposicdo da populagcdo a esses compostos (SILVA; PERALBA; MATTOS,
2003; BOHM et al., 2008).

Pesticidas sdo uma formulagdo composta de adjuvantes e do principio ativo.
Os adjuvantes sao geralmente mantidos sob confidencialidade e descritos como
inertes pelas empresas. Tém a fungdo de aumentar a eficiéncia do pesticida,
atuando como tampao, emulsificante, protegendo da degradagdo, aumentando a
solubilidade etc. O principio ativo € o produto que exerce o efeito desejado no
organismo alvo e é o unico componente testado durante grande parte da avaliagao
toxicolégica para a regulamentagdo do produto. E a partir dele que sdo calculados
os niveis de ingestdo diaria aceitavel e de concentragdo maxima aceitavel em
alimentos e na agua (COX; SURGAN, 2006).

O (lifosato é um exemplo de principio ativo, porém algumas pesquisas
mostram que isoladamente ele € menos téxico que suas formulagcdes comercias.

Mesnage et al. (2014) encontraram que a formulacdo Roundup foi mais de 10 vezes
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mais téxica que o principio ativo sozinho. Os autores compararam a viabilidade
celular de trés linhagens celulares, HepG2, HEK293, e JEG3 apos 24 h de
exposi¢cao ao glifosato e a formulagdo Roundup GT+ de 1 a 1000 ppm através do
ensaio do MTT. Enquanto cerca de 1000 ppm foram necessarios para reduzir a
viabilidade das células expostas ao glifosato, somente 63 ppm de Roundup foi
necessario para produzir o mesmo efeito. Utilizando essas mesmas linhagens
celulares, Mesnage, Bernay e Séraline (2012), compararam 9 diferentes formulagbes
de glifosato, dois adjuvantes e o glifosato. Os adjuvantes se mostraram os mais
toxicos, seguidos das formulagbes e do glifosato. O adjuvante POE-15
(polioxietilenamida) foi capaz de reduzir a viabilidade a partir de 3 ppm. Ja o glifosato
gerou o mesmo efeito com uma concentragdo 10000 vezes maior. Peixoto (2005)
observou que concentracdes a partir de 0,5 mM de Roundup causaram alteracédo da
funcdo mitocondrial, enquanto o glifosato foi incapaz de gerar o mesmo resultado.

Além de serem capazes de ampliar a toxicidade do produto final, os
adjuvantes podem também modular a absorgdo do pesticida pela pele. Baynes e
Riviere (1998) verificaram que o surfactante lauril sulfato de sédio (SLS) aumenta a
absorcao do carbaril quando aplicado em pele de porco. A formulagdo do pesticida
também pode influenciar na sua acumulagédo no solo. A degradagéao do glifosato &
realizada por bactérias presentes no solo. Diferentes formulagbes de glifosato
aplicadas no solo produziram diferentes contagens de colonias de bactérias,
indicando que o tempo de degradagao do glifosato varia de acordo com o produto
utilizado (SIHTMAE et al., 2013).

Esses dados demonstram que durante a analise toxicologica exigida para a
regulamentagcdo de um pesticida pode haver uma subestimacédo dos reais efeitos
promovidos pelos pesticidas, aumentando assim os riscos a saude e ao ambiente
promovidos pela exposicdo a tais compostos. Essa possibilidade torna evidente a
necessidade de uma avaliagao toxicologica da formulagdo do pesticida como um
todo e ndo somente do principio ativo.

Outro fator importante a ser considerado é a exposicdo a misturas de
pesticidas, que podem ter efeitos aditivos, independentes ou sinérgicos. Em
ambientes aquaticos é possivel detectar uma combinagdo de pesticidas. Gilliom
(2007) encontrou 2 ou mais pesticidas em mais de 90% das amostras de bacias
hidrograficas nos EUA. A exposi¢cdo ao carbaril e malathion juntamente aumenta o
tempo de meia-vida do carbaril pela inibicdo de enzimas necessarias para o
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metabolismo deste (HODGSON; ROSE, 2007). A mistura de 9 pesticidas resultou
em imunossupressao em larvas de anfibios, um efeito ndo observado na exposicao
aos pesticidas isolados. Ao mesmo tempo, a mistura exacerbou a inibicdo do
crescimento vista na exposigcédo de cada pesticida (HAYES et al., 2006).

Dessa forma, a analise de pesticidas isoladamente é indispensavel para o
entendimento do funcionamento de cada composto, porém € insuficiente para a
compreensao do impacto da exposicao diaria a qual estdo submetidos os seres

humanos.
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8. CONCLUSAO

As concentragdes de 0,015; 0,15 e 1,50 yM de carbaril e 0,25; 2,5 e 25 pM de
glifosato n&o produziram modificacdo na viabilidade celular e atividade fagocitica de
macrofagos. Isso indica que esses pesticidas ndo sao nocivos as células da
linhagem RAW 264.7 nas condigbes estabelecidas pela ANVISA. Apesar disso, é
necessario que haja uma maior fiscalizagdo do cumprimento dessas normas para
evitar o uso indiscriminado desses pesticidas, que podem contaminar alimentos e
agua utilizada para consumo humano, acarretando na exposi¢do da populagdo a

concentracdes acima das aceitaveis.
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