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RESUMO

Com o advento das culturas transgénicas resistentes aos agroquimicos ¢ notdrio o crescimento da
aplicagdo destes, sendo o Glifosato (Gli) o mais comumente utilizado no mundo. Porém,
recentemente o herbicida foi classificado pela Agency for Research on Cancer como provavel
carcinogénico para seres humanos, sendo correlacionado principalmente com desenvolvimento de
Linfomas Hodgkin e ndo Hodgkin. Linfomas sdo neoplasias que acometem principalmente o
sistema imunoldgico, devido a proliferacdo exacerbada de linfocitos em seus 6rgaos originarios
como o timo e medula 6ssea. Os receptores CD10, CD19, CD20 ¢ BCR estdo presentes na
superficie de linfécitos e atuam como reguladores no desenvolvimento, ativagdo e diferenciago
dessas células, bem como co-receptor do complexo receptor de antigeno das células B. Dessa
forma, para elucidar a interagdo do Gli com esses receptores realizamos o docking molecular. Para
tanto, foram utilizadas diferentes ferramentas de biologia computacional, sendo elas: ZINC15,
Protein Data Bank, UniProt, DrugBank, SwissTarget Prediction, DeepSite, GOLD, LigPlot ¢
RasMol. A partir dos resultados obtidos foi verificada a interagdo quimica do ligante (Gli) com
diferentes aminoacidos de todos os receptores. As interagdes verificadas podem levar a alteragdes
na conformacao protéica, inibindo a ligacao de ligantes proprios, fazendo com o que as fungdes
essenciais dos receptores sejam alteradas. Como consequéncia, poderiam surgir quadros de
imunossupressdo e ainda, desenvolvimento de Linfomas. Para elucidar se as interagdes
identificadas até o presente momento consolidariam distlrbios celulares citados, € necessario eu
continuar as investigagdes para compreender como ocorre a estabilidade da associagdo do Gli com
os diferentes receptores e estabelecimento do Linfomas. O presente trabalho contribui com o
cenario cientifico uma vez que nao ha consenso na literatura entre a exposi¢do ao Gli e o

aparecimento de diferentes tipos de neoplasias.
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1- INTRODUCAO

Com o avango tecnologico na industria agricola nos paises em desenvolvimento e a adogao
de novos meios de produgdo como a manufatura, a utilizacdo de agroquimicos ¢ cada vez mais
comum na industria e em ambientes residenciais (COSTA; MELLO; FRIEDRICH, 2017).

Assim, um dos principais agroquimicos utilizados ¢ o herbicida glifosato (Gli) (Figura 1).
O surgimento dos transgénicos associado o desenvolvimento de culturas tolerantes ao Gli,
contribuiram para o grande aumento da aplica¢dao deste herbicida em grandes manufaturas com
intuito de eliminar ervas daninhas, agindo diretamente na planta alvo inibindo a enzima enol-
piruvil-shiquimato-fosfato sintase (EPSPs), a qual participa na sintese de aminoacidos essenciais
ao crescimento da planta (CARVALHO et al., 2008). Em decorréncia da excessiva utiliza¢do do
Gli, os produtos da degradagdo do Gli no ambiente também sdo estudados na literatura, podendo
ser encontradas pesquisas que abordam riscos relacionados a sua exposi¢ao. Um dos principias
metabolitos do Gli é o acido aminometilfosfonico (AMPA) sintetizado por meio da degradagdo do
Gli por bactérias presentes no solo. O uso de Gli leva a ocorréncia do AMPA no ambiente e este

composto ¢ encontrado principalmente na 4gua (GRANDCOIN et al., 2017).

0 0

Figura 1 - Estrutura quimica do herbicida glifosato.
Fonte: Adaptado de Zincl5 (2021).

Contudo, recentemente Gli foi reclassificado pela International Agency for Research on
Cancer (IARC) como 2A (Provavelmente carcinogénico para humanos). Dessa forma, existe uma
provavel correlagdo entre o herbicida e o desenvolvimento de linfomas (IARC, 2020).

O efeito carcinogénico do Gli ¢ debatido em diversas pesquisas por meio de meta-analises.
Esses estudos relatam uma associagdo positiva entre o uso de glifosato e canceres linfoides
hematopoiéticos. Em ensaios clinicos do tipo de caso-controle em sua maioria foram relatados a
exposicao ao glifosato, mas provavelmente os individuos também foram expostos a outros
agroquimicos. Assim, sendo relatado uma possivel taxa de risco para associag@o entre a exposi¢ao

ao glifosato e o risco de Linfoma ndo Hodgkin. Em 2014 foi conduzido uma meta-analise de 21
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pesticidas e grupos quimicos, entre eles o glifosato, foi relatada a associagdo entre o uso do
herbicida glifosato e Linfoma de células B identificado em 2 estudos e também uma associagao
positiva entre o uso de Gli e Linfoma ndo Hodgkin com base em 6 estudos (SCHINASI; LEON,
2014).

O sistema imunolégico possui dois grandes grupos de células, os linfécitos B e T. Os
linfocitos B tém sua maturacdo iniciada pelas células pré-B na medula 6ssea e envolve um ciclo de
rearranjos das cadeias leves e pesadas, levando a diferenciagdo funcional dos receptores de
membrana e, por fim, gerando linfocitos B maduros (Figura 2). Portanto, exercem importante papel
na resposta Imune por meio da produgdo de Imunoglobulinas (plasmdcitos) e expressao de receptor
de células B (BCR) que atua no reconhecimento de uma variedade de antigenos (MESQUITA
JUNIOR et al., 2010).

Os linfocitos T tém sua maturagdo no timo, passando pelo processo de recombinacao,
expressao do receptor de células T (TCR) e proliferagdo das células com marcadores de superficie
(Cluster of Differentiation - CD) do tipo CD4 e CDS. Por fim ocorre a sele¢do positiva e negativa
no estroma timico. Os linfocitos T que sobrevivem a essa etapa, expressam CD4" e/ou CD8"
atuando de forma direta na ativacdo de células. Producdo de citocinas e na imunorregulagao.

(MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

MEDULA OSSEA PERIFERIA

@ eoow®@

Célula Pr6-B Célula Pré-B |  Célula Pré-B Il Célula B imatura Célula B madura Plasmaécito

CD34 CDh34 CD34
TdT TdT (TdT)
cD10*™ CD10 CcD10
cD19 CcD19 CD19 CcD19 CD18
CcD20 CD20 CcD20 CD20
CcD22 cD22 CcD22 cD22 cp22™
CD45 CD45 CD45"™ " CD45" cD4s
Cylgu Cylgy Cylg

SmigM Smigh
CcD38
CD138
cD56™

Figura 2 - Estagios de maturacdo das células B com exemplos de marcadores imunofenotipicos

expressos no desenvolvimento normal destas células.

Fonte: MESQUITA JUNIOR et al., (2010).
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Linfomas de Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin (LNH) s3o neoplasias que se originam nas
células do sistema linfatico (linfonodos) e tecidos responsaveis pela imunidade. O LH tem a
caracteristica de se disseminar de forma ordenada pelos linfonodos por meio dos vasos linfaticos.
Por outro lado, o LNH se prolifera de forma desordenada nas células do sistema linfatico (INCA,
2021). Usualmente, o LH se dissemina no figado e na medula éssea, enquanto que o LNH acomete
principalmente a medula 6ssea. O Linfoma origina-se devido a transformacdes de células linfoides
com a fisiomorfologia normais em células com aspectos diferenciados e crescimento anormal, que
se reproduzem de forma exacerbada em tecidos linfoides gerando uma massa de células (RIBEIRO;
PERTILE; MATIAS; POETA; RONCADA, 2016).

Um ponto a ser analisado sdo os marcadores de superficie (CD) dos linfocitos, uma vez que
grande parte dessas moléculas desempenham papel essencial para o funcionamento celular atuando
na ativacado, proliferacao e diferenciacdo. Além dos receptores ja mencionados, sdo encontrados
em linfécitos CD10, CD19, CD20 e CD22. Imunodeficiéncias podem influenciar no
desenvolvimento de células acarretando falhas no reconhecimento por meio de receptores € na
produgdo de anticorpos.

O CD10 e CD19 sao glicoproteinas de membrana sendo o CD10, também conhecido como
neprisilina, associado ao desenvolvimento de Leucemia e Linfomas. Por outro lado, o CDI19 ¢
expresso exclusivamente durante o desenvolvimento de células B desde o estagio pro-B. CD20 e
o BCR estdo presentes em células B maduras sendo um excelente alvo para estudos clinicos
relacionados com Linfomas (VALE; SCHROEDER, 2010).

Existe prevaléncia de superexpressdo de receptores de membrana CD em Linfomas, sendo
constatado principalmente os CD10 e CD19. Desta forma, alteragdes nestes receptores podem estar
relacionadas com problemas no funcionamento de linfocitos, podendo causar tanto ativagdo
positiva quanto inibi¢ao de ligantes proprios, a ativagdo positiva desses receptores pode provocar
uma proliferacdo desordenada dessas células nos 6rgaos linfoides, uma vez que estes receptores
estdo presentes nas fases de maturagdo de linfocitos.

A inibi¢do de ligantes proprios desses receptores, como citocinas que promovem a
comunicagdo entre as células do sistema imunologico pode levar a um possivel quadro de
imunossupressdo, ja que a ndo ligacdo dessas citocinas nos receptores impediria o recrutamento
das células do sistema imune. Essas alteragdes no funcionamento dos linfocitos € na sua maturagao

podem estar associadas com o desenvolvimento de Linfomas (COSTA et al., 2005).
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Os receptores de membrana de linfocitos humanos CD10, CD20, CD19 e BCR foram
escolhidos por exercerem fun¢des importantes em linfécitos B. Os receptores CD19 e CD20 atuam
na diferenciacdo, ativago e regulagio de Células B (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Os receptores supracitados estao presentes no processo de maturagao de linfocitos B. Dessa
maneira, a interacao do herbicida Gli com os receptores CD19 e CD20 pode modificar as fungdes
de diferenciagdo, ativacao e regulacdo. A funcdo do CD10 ainda ¢ desconhecida no sistema imune,
porém ¢ considerado um importante biomarcador para linfoma, uma vez que sua expressao ¢
aumentada neste tipo de cancer. A ativacao positiva desse receptor pode levar a sua proliferagao
desordenada nas células B. Por outro lado, mudancas no receptor BCR podem ocasionar falhas no
reconhecimento de antigenos (VALE; SCHROEDER, 2010). Assim, alteragdes provocadas pela
interagdo do Gli com os receptores podem estar relacionadas com a ativacao positiva, inibi¢do e
mudangas conformacionais dos receptores podendo originar quadros de Linfomas e
imunossupressao.

As estruturas cristalograficas dos receptores podem ser encontradas em bancos de dados de
acesso gratuito como Protein Data Bank, conforme as figuras a seguir: CD10 (Figura 3A), CD19
(Figura 3B), CD20 (Figura 3C) e BCR (Figura 3D).

O presente trabalho, com o objetivo de contribuir com o entendimento sobre a contribui¢ao
do Gli no desenvolvimento de linfomas, levou em consideracao a exposi¢do humana ao herbicida
para realizar os estudos sobre a sua interacdo com os receptores de linfocitos humanos e sua

associagao com o desenvolvimento de Linfomas.

Figura 3 — Estruturas cristalograficas dos receptores de Linfocitos CD10 (A), CD19 (B), CD20
(C) e BCR (D).

Fonte: Adaptado de Protein imager (2021).
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2-OBJETIVO GERAL

Avaliar a interacao de receptores de linfocitos humanos (CD10, CD19, CD20 e BCR) ao
herbicida glifosato e associar com o desenvolvimento de Linfomas Hodgkin (LH) e ndo Hodgkin
(LNH) utilizando ferramentas de biologia computacional e correlacionar com dados existentes na

literatura.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar download da estrutura quimica do herbicida glifosato no banco de dados ZINC135;

- Obter a estrutura cristalografica dos receptores de linfocitos humanos (CD10, CD19, CD20 e
BCR) no banco de dados Protein Data Bank;

- Retirar as moléculas de agua das cadeias proteicas dos receptores de linfocitos humanos que
possam interferir na interagdo com o herbicida, utilizando as ferramentas do GOLD;

- Prever a localizagdo do sitio de ligacdo dos receptores de linfécitos humanos por meio dos eixos
X, Y e Z, baseando-se ranking fornecido pelo Deepsite;

- Realizar o docking molecular identificando as possiveis interacdes moleculares entre os
receptores de linfocitos humanos e o herbicida;

- Determinar a viabilidade de interagdes entre os receptores de linfocitos humanos com o herbicida
a partir do score fornecido pelo GOLD;

- Discriminar os tipos de intera¢do quimica realizados entre os receptores de linfocitos humanos
com o herbicida de acordo com as interagdes preditas pelo Ligplot;

- Visualizar as ligagdes dos receptores de linfocitos humanos com o herbicida por meio de imagem
em trés dimensodes, de acordo com as interagdes preditas pelo RasMol,;

- Descrever as possiveis alteracdes na ativacdo, regulagdo e proliferacdo dos linfécitos causadas
pela interacdo dos diferentes receptores com o herbicida, bem como a sua associacdo com o
desenvolvimento de Linfomas Hodgkin e ndo Hodgkin ap6s exposi¢do humana utilizando a
literatura especializada;

- Identificar ligantes especificos para os receptores CD10, CD19, CD20 e BCR nas plataformas

SwissTargetPrediction e/ou UniProt.
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3 - METODOLOGIA

3.1- ESTUDO DESCRITIVO E EXPLORATORIO

Foi realizado de Julho a Outubro de 2021, baseando-se em revisao bibliografica utilizando
os termos “glyphosate” e “lymphoma” na base de dados PubMed e também foram utilizadas
ferramentas de biologia computacional para compreensao das possiveis interagdes entre o herbicida

e os diferentes receptores de linfocitos humanos.

3.2 - FERRAMENTAS DE BIOLOGIA COMPUTACIONAL

Para avaliacdo da interacdo entre os receptores e o ligante (glifosato), foram utilizadas
diversas ferramentas de biologia computacional, sendo as moléculas obtidas de bancos de dados
internacionais, como ZINCI5 e Protein Data Bank. Para interagdo receptor-ligante, foram
considerados os receptores de linfocitos CD10, CD19, CD20 e¢ BCR. Para tanto, foram
selecioandos os seguintes programas computacionais: ZINC15, Protein Data Bank, Uniprot,

DrugBank, SwissTarget Prediction, DeepSite, Gold, Ligplot e RasMol.

3.3-ZINCI5

Foi realizada busca pelo agroquimico glifosato (CAS No: 1071-83-6) no banco de dados
ZINCI5 (https://zinc15.docking.org), um deposito de compostos quimicos. Apds a pesquisa pelo
nome do herbicida, foi encontrado a estrutura do glifosato com o coédigo ZINC3872713
proporcionando a visualizagdo de suas caracteristicas quimicas e possiveis analogos. Assim, foi

executado o download da estrutura do ligante em formato .sdf.

3.4 - PROTEIN DATA BANK

As estruturas proteicas dos receptores (CD10, CD19, CD20 e BCR) foram obtidas do banco
de dados Protein Data Bank (https://www.rcsb.org). Apds a pesquisa dos receptores foi possivel a
visualizagdo de suas estruturas proteicas cristalizadas, com seus respectivos codigos CDI10
(1DMT), CD19 (6ALS), CD20 (20SL) e BCR (3KGS5). Contudo, foram analisados os artigos de
depositos das macromoléculas, levando em consideragao o processo experimental e verificando se
os arquivos coletados eram de receptores do sistema imunologico. Por fim, foi realizado o

download das estruturas cristalizadas, sendo salvas em formato .pdb.
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3.5- UNIPROT E DRUGBANK
As macromoléculas (receptores de linfocitos humanos - CD10, CD19, CD20 ¢ BCR) foram

investigadas acessando o banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/). Assim, foram

pesquisados os possiveis ligantes de cada receptor por meio do topico Chemistry databases. Ja o

Drugbank (https://go.drugbank.com) foi utilizado para validar os possiveis ligantes encontrados

no webservice do Uniprot, possibilitando uma imagem detalhada das moléculas e a visualizacao da
molécula no formato .smiles que foi utilizada no SwissTargetPrediction. Apenas para o receptor

CD10 foi possivel obter ligante especifico ndo proteico.

3.6 - SWISSTARGETPREDICTION

O webservice SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/?) foi utilizado

para confirmar os possiveis alvos dos ligantes e ligantes especificos dos receptores CD10 e CD19

encontrados no Uniprot. Para tanto, o formato .smiles, gerado pelo DrugBank, foi utilizado.

3.7 - DEEPSITE

Os célculos das coordenadas realizados para o posicionamento do grid foram processados
pelo DeepSite (https://playmolecule.org/deepsite/), um preditor que utiliza redes neurais para
predizer o provavel binding pocket, em que ¢ definido o possivel local de interagdo do ligante com
a molécula do receptor. Assim, foram submetidos os arquivos no formato .pdb de todos os
receptores, € uma vez analisados pelas redes neurais do DeepSite, foram obtidos os arquivos de
output com as coordenadas X, Y e Z, as quais foram utilizadas para definir o posicionamento do

grid.

3.8-GOLD

Para a preparagdo das moléculas e para realizagdo do docking foi utilizado o Gold
(http://bdec.dotlib.com.br/inicio_csds/index). O primeiro passo para realizacdo do docking foi a
submissao dos arquivos dos receptores com a extensdo .pdb e do ligante em formato .sdf. Assim,
na proxima etapa foi feita a limpeza das moléculas sendo retirados os ligantes proprios (quando
presentes), 4gua e outras moléculas associadas. Nesta etapa também foram adicionados hidrogénios
nas estruturas proteicas dos receptores. Por fim, as coordenadas X, Y e Z, obtidas pelo DeepSite,

foram utilizadas para estabelecer o posicionamento do grid e iniciar o docking molecular apos a


https://www.uniprot.org/
https://go.drugbank.com/
http://www.swisstargetprediction.ch/
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execucao do programa e os calculos de predi¢do. Para cada docking foram gerados dez arquivos

com scores (chemplp) de afinidade, sendo selecionado para a pesquisa o resultado com maior score.

3.9 - LIGPLOT

Para visualizagdo sistematizada das interagcdes quimicas entre os ligantes e os receptores foi
utilizado o software LigPlot (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/), sendo
submetidos os arquivos gerados pelo Gold com os receptores ¢ os ligantes em um complexo
receptor-ligante na extensao .pdb. Para a visualizagdo das ligagdes quimicas foi criado os diagramas
de interacdo entre o ligante e receptores, gerando imagens que possibilitaram a visualizagcdo da

interagdo do ligante com os aminoacidos dos receptores.

4 - RASMOL

O RasMol (http://www.openrasmol.org) foi utilizado para visualizacdo tridimensional da
interagdo do ligante com os receptores. Para tanto, os arquivos complexados dos receptores com o
ligante em formato .pdb resultantes do docking, permitindo, portanto, visualizar o posicionamento

da molécula do ligante na estrutura protéica dos receptores.
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5 - RESULTADOS

De acordo com as condigdes experimentais foi possivel observar a interacao dos receptores
por meio de ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas. Foram observadas oito ligagdes de
hidrogénio nos seguintes aminoacidos: serina 101 A, arginina 102A, arginina 110A e tirosina 701 A
entre o Gli e o CD10. As interagdes hidrofobicas foram realizadas com outros dois aminoacidos:
serinal 00A e aspartato107A (Tabela 1).

Por outro lado, a interacdo do Gli com CDI19 foi intermediada por sete ligagcdes de
hidrogénio (Figura 4B), estabelecidas com os aminoacidos: arginina 123A, leucina 129A, glicina
130A e treonina 189A. Sendo também constatada interagdes hidrofobicas com os aminoacidos:
aspartato 128A e leucina 132A (Tabela 1).

As interagdes entre Gli e CD20 foram realizadas por meio de cinco ligagdes de hidrogénio
(Figura 4C) com os aminodcidos: tirosina 165Q, serina 177Q, serina 179Q e treonina 180Q e duas
interagdes hidrofdbicas com os aminos acidos: cisteina 167Q, prolina 169Q e glicina 174Q (Tabela
1).

Por fim, as intera¢des quimicas entre Gli ¢ BCR foram estabelecidas por trés ligacdes de
hidrogénio envolvendo apenas o aminoacido arginina 45B (Figura 4D). As intera¢des hidrofobicas
foram estabelecidas com os seguintes aminodcidos: isoleucina 46A, isoleucina 46B, tirosina 133B
e glicina 134A. Dessa maneira, as interagoes quimicas estabelecidas, posi¢do e sua conformacgao
com os receptores CD10 (Figura 5A), CD19 (Figura 5B), CD20 (Figura 5C) e BCR (Figura 5D)
podem ser observadas tridimensionalmente.

Com a finalizagdo do processo de docking molecular e a execucdo do LigPlot foram
constatadas as interagdes quimicas por meio de pontes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas
estabelecidas entre o ligante Gli e todos os receptores de linfocitos humanos (CD10, CD19, CD20
e BCR). Para tanto, foi utilizado o parametro de pontuagdo “chemplp” (Tabela 1) uma funcao
derivada de parametros de scores empiricos avancados de docking proteina-ligante. O chemplp leva
em consideracdo as distancias de ligagao, angulos de liga¢ao dos hidrogénios e liga¢cdes metélicas.
Este parametro executa um docking semiflexivel em que o ligante se encontra flexivel e a proteina
rigida. Assim, o chemplp € o score padrao do Gold, pois mostra em média um melhor desempenho
na previsao da interagao entre proteina e ligante. Para escolher os melhores resultados provenientes

do docking molecular entre os receptores e o herbicida, levando em consideragdo a viabilidade das
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ligacdes e a maior pontuagdo fornecida pelo Gold. Apo6s consulta em base de dados de literatura
especializada (PubMed), foram obtidos 29 artigos cientificos e € possivel constatar que ainda nao
ha consenso entre a exposi¢ao ao Gli e o aparecimento de LH e LNH (Quadro 1). O quadro foi
construido baseado nas informagdes contidas nos artigos em que havia algum indicio de relagdo de
causa e efeito entre a exposicao ao glifosato e o aparecimento de LH e LNH, assim s3o apresentados

apenas 21 artigos (Quadro 1).
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Figura 4 — Ligacdes de hidrogénio entre o herbicida glifosato com os receptores de Linfocitos
CD10 (A), CD19 (B), CD20 (C) e BCR (D) apo6s a realizagdo do docking molecular,

evidenciando as interagdes entre o ligante e aminoacidos.

Fonte: Adaptado de LigPlot (2021).
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Figura 5 — Representacao tridimensional das Ligacdes de hidrogénio entre o herbicida glifosato
com os receptores de Linfocitos CD10 (A), CD19 (B), CD20 (C) e BCR (D) ap6s a realizagao do

docking molecular, evidenciando as interagdes entre o ligante e amino4cidos.

Fonte: Adaptado de RasMol (2021).
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Tabela 1 — Score (chemplp) apds docking, nimero de interagdes hidrofobicas e ligagdes quimicas
realizadas entre os receptores e o ligante glifosato

~ e Nuimero de
Score Interacoes Aminoacidos N
Receptor (chemplp) Hidrofébicas com interacio ligacoes de
hidrogénio
Serl101A,
Ser100A, Argl02A,
CD10 44,4554 Aspl07A Argl 10A., 8
Tyr701A
Argl23A,
Aspl28A, Leul29A,
CDI19 39,2663 Leul32A Gly130A, 7
Thr189A
g D10
CD20 33,7764 Pro169Q, ’ 5
Gln174Q Ser179Q,
Thr180Q
lle46A,
Ile46B,
BCR 41,8299 Tyrl33A, 3
T§133B, Arg45B
GInl134A

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do Gold apos realizagdo do docking molecular.
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Quadro 1 — Auséncia de consenso entre o desenvolvimento de linfoma associado ao glifosato

Autoria Resultado
Hardell et al., 2002 Inconclusivo
Roos et al., 2003 Inconclusivo
Eriksson et al., 2008 Positivo para LNH
Schinasi et al., 2014 Positivo para NHL
Acquavella et al., 2016 Negativo para LNH
Chang et al., 2016 Inconclusivo
Williams et al., 2016 Negativo para NHL
Andreotti et al., 2017 Negativo para NHL
Crump et al., 2019 Inconclusivo
Leon et al., 2019 Inconclusivo
Pahwa et al., 2019 Inconclusivo
Zhang et al., 2019 Positivo para NHL
Wang et al., 2019 Positivo para NHL
Dragani et al., 2020 Negativo para NHL
Donato et al., 2020 Negativo para NHL
Rana et al., 2020 Inconclusivo
Portier et al., 2020 Positivo para NHL
Boffetta et al., 2021 Negativo para NHL
Kabat et al., 2021 Inconclusivo
Meloni et al., 2021 Inconclusivo
Weisenburger et al., 2021 Positivo para NHL

Fonte: Os autores. Quadro construido com dados extraidos do PubMed (2021)
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6 — DISCUSSAO

Agroquimicos sdo utilizados para controle organismos indesejados na agricultura como,
fungos (Fungicida), larvas (Larvicida), insetos (Inseticida), ervas daninhas (Herbicida). Sao
produtos sintéticos e amplamente utilizados na agricultura brasileira (INCA, 2021).

O herbicida glifosato ¢ o agroquimico mais utilizado no mundo e constitui mais de 750
produtos para aplicagdes agricolas, florestais, urbanas e residenciais e atualmente, ¢ o herbicida
mais comumente utilizado no mundo. Portanto, realizar a avaliacao de risco, bem como entender
seu potencial carcinogénico para humanos, tem grandes implicagdes para a satde publica
(CHANG; DELZELL 2016).

Os dados obtidos no presente trabalho evidenciaram interagdes possiveis entre o herbicida
e os diferentes receptores (Figura 4), identificadas por meio de ligagdes de hidrogénio e interagdes
hidrofobicas (Tabela 1), sugerindo uma possivel associacdo entre o Gli (ou seus metabolitos) com
possiveis alteragdes em receptores de linfocitos B humanos, resultantes destas interagdes. Até o
presente momento, trata-se de um trabalho pioneiro ndo existindo trabalhos similares na literatura.
Assim, ha necessidade de estudos complementares para concluir a correlagdo da associagdo do
herbicida com desenvolvimento de LH e LNH.

Os receptores de membrana celular, sdo responsaveis por grande parte do desenvolvimento
das células B e alteracdes moleculares envolvidas no processo de diferenciacdo normalmente
refletem falhas generalizadas na maturagdo dos linfocitos B, podendo alterar sua proliferacdo,
ativagdo, regulagdo e capacidade de reconhecer e combater os antigenos (VALE; SCHROEDER,
2010). Os marcadores de superficie celular escolhidos CD10, CD19, CD20 e BCR participam
diretamente no processo de maturacao de linfécitos B (VALE; SCHROEDER, 2010).

As interagdes quimicas identificadas entre o ligante de Gli os diferentes receptores de
linfécitos humanos (CD10, CD19, CD20 e BCR), poderiam? ocasionar diversas alteracdes ao
sistema imunoldgico. Uma vez que, como ja demonstrado na literatura, ligantes sintéticos podem
se ligar aos receptores de linfocitos e causar alteragdes na funcionalidade dessas células, como
evidenciado pela interacdo de sialoideos sintéticos (GSC718 e GSC893) com o receptor CD22
expresso na superficie de células B imaturas e maduras. A interacdo com GSC893 ocasiona o
aumento na proliferacdo de linfocitos B o que também ¢ observado quando o mesmo receptor
interage em conjunto com GSC718 e GSC893 resultando no aumento da ativacdo das células B por

ligantes de CD40 (MATSUBARA et al., 2018).
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Os receptores CD10, CD19, CD20 e BCR sao essenciais para o correto funcionamento dos
linfocitos, pois participam de processos relacionados ao desenvolvimento e maturagdo das células
do sistema imune (Figura 2). Entre as funcdes destes receptores ressalta-se a participagdo do CD10
na maturagdo de células pré-B; o CDI19 participa da proliferagdo, ativacdo e diferenciacdo de
linfocitos; o CD20 atua na regulagdo da diferenciagdo, ativagdo e crescimento, e por fim, o BCR
que esta ligado principalmente ao reconhecimento de antigenos (MESQUITA JUNIOR et al.,
2010).

Alteragdes no CDI10 estao ligadas com a desregulacao da resposta celular a hormdnios e
citocinas, ¢ frequentemente utilizado como marcador para células em tipos de cancer como
leucemias e linfomas. O CD19 nao ¢ essencial para transdugdo de sinal, porém na sua auséncia a
ativacdo e maturacdo de células B s3o inibidas, levando ao desenvolvimento de
panhypogammaglobulinemia que ¢ uma imunodeficiéncia que resulta em redu¢do nos niveis de
circulacdo das principais classes de imunoglobulinas e pela auséncia de linfocitos B circulantes.
(VALE; SCHROEDER, 2010).

A deficiéncia no CD20 pode causar hipogamaglobulinemia e auséncia de respostas e
anticorposantipolissacarideos, sendo associado a hipogamaglobulinemia que ¢ um disturbio que
ocorre devido a baixos niveis de imunoglobulina sérica ou anticorpos (VALE; SCHROEDER,
2010).

Os receptores, CD10 e CD19 também estdo relacionados como aparecimento de linfomas,
uma vez que sdao expressos de forma exacerbada nestas condigdes, sendo utilizados como
biomarcadores. O receptor CD20, por vezes encontrado associado a quadro de linfoma, ¢ utilizado
como alvo para anticorpos monoclonais para tratamento desta doenca (COSTA et al., 2005).
Enquanto a sinalizacdo desregulada do receptor de células B (BCR) funciona como um potente
contribuinte para sobrevivéncia do tumor em LNH de células B também sendo alvo de estudos para
o tratamento de linfomas (VALLA et al., 2018).

Diante do exposto, mudangas na fungdo desses receptores, causadas pela interacdo com o
Gli, podem causar quadros de imunossupressdo devido a possiveis alteracdes na conformacao
proteica dos receptores, ou ainda, devido a inibi¢do da interacdo com receptores de citocinas,
causando falhas na maturacdo de linfocitos e alteragdes no reconhecimento de antigenos.
Recentemente, foi demonstrado que a exposi¢ao ao Gli induz quebras na fita dupla e fosforilagao
de Ku80, proteina que participa na via de reparo do DNA. Como consequéncia, propicia a geracao

de erros por juncdo de extremidade ndo homologa que podem gerar mutacdes alterando o



25

comportamento celular, possivelmente sendo responsaveis pela formagao de linfomas e canceres
secundarios (SUAREZ-LARIOS; SALAZAR-MARTINEZ; MONTEROMONTOYA, 2017).

Em mamiferos nao-humanos foi constatada a genotoxicidade e aumento do estresse
oxidativo em diferentes tipos celulares. As células cultivadas em exposicdo ao Gli exibiram
alteragdes cromossomicas e interrup¢do do ciclo celular, alterando a maturagdo das células
linféides. Em camundongos, a ocorréncia da quebra de fita simples de DNA e alteragdes
cromossomais nas células do figado e do rim também foram observadas (LIOI; SCARFI;
SANTORO; BARBIERI; ZENI; BERARDINO; URSINI, 1998).

Outro aspecto analisado, foram os efeitos no sistema imunolédgico. Por exemplo, em peixes
da espécie Platichthys flesus a exposi¢do ao Gli causa imunotoxicidade, podendo alterar o
funcionamento sistema complemento, suprimindo as expressdes de IgM e da molécula da cascata
de ativacao (C3) causando efeito inibitorio nesta cascata. Enquanto que, em linfdcitos de carpas, a
exposicao ao herbicida pode impactar na resposta imune inata, prejudicando por fim a ativacdo da
resposta celular adaptativa, afetando a produgdo de anticorpos levando ao desenvolvimento de um
quadro de imunossupressao (EVRAD et al., 2010)

Ainda ndo ha consenso na literatura sobre os riscos de exposicdao ao Gli e o aparecimento
de diferentes tipos de cancer (Quadro 1). Em 2014, o The German Federal Institute for Risk
Assessment (BfR), em nome da Unido Europeia, revisou estudos toxicologicos utilizando animais
de laboratorio além de estudos epidemiologicos em humanos e chegou-se a conclusdao de que nao
havia correlagdo entre a exposi¢do ao glifosato e o risco aumentado de LNH ou outros tipos de
cancer.

Porém, em 2017 o Gli foi classificado como provavel carcinogénico para humanos. Para
agentes alocados nesse grupo existem evidéncias convincentes que estas substancias causam o
desenvolvimento de cancer em animais de laboratorio e, também ha evidéncias ndo conclusivas
para o desenvolvimento de cancer em humanos. Dessa forma, ¢ valido considerar quea aplicacao
generalizada do glifosato continua representando ameaga aos organismos vivos (IARC, 2020).

Recentemente, estudos examinaram como empresas orientadas para o mercado, estdo
envolvidas em "investigacdes de ma conduta cientifica” principalmente quando hé interesses
econdmicos. Assim, tendo o possivel envolvimento de empresas privadas nas pesquisas cientificas,

promovendo uma pesquisa na base dos seus interesses comerciais, tirando a liberdade académica

(HONIG et al., 2013).
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Empresas, como a Monsanto voltadas para a biotecnologia agricola e para a industria
quimica sdo amplamente reconhecidas por se beneficiarem com seus produtos, muitas vezes
usando leis de propriedade intelectual para evitar o compartilhamento do processo de fabricagao e
informacdes que poderiam propiciar avaliagcdes de seguranga e eficacia de seus produtos por
cientistas independentes, porém essas empresas utilizam dados oriundos de pesquisas
universitarias, as quais muitas vezes sdo financiadas por estas empresas com o intuito de
publicarem artigos para beneficio proprio (GLENNA, 2017).

Como descrito por Leemon B. McHenry 2018, o caso “The Monsanto Papers” diversos
documentos ligados a empresa se tornaram publicos, incluindo e-mails, relatorios, manuscritos,
apresentacdes em PowerPoint e mensagens de texto. Em 1974 a Monsanto foi a primeira empresa
a comercializar o glifosato como produto denominado Roundup® sendo utilizado como herbicida
e atualmente sendo um dos agroquimicos mais utilizado no mundo (MCHENRY, 2018).

Com o caso “The Monsanto Papers” foi revelado que a empresa “envenenou’ periddicos
com artigos redigidos por escritores fantasmas, o que complica os processos cientificos.
(MCHENRY, 2018). As empresas contratam escritores profissionais para escrever artigos e
solicitam que académicos concordem a serem listados como autores, mas ndo contribuem
diretamente com o trabalho real. Esse processo denominado escrita fantasma ¢ utilizada
diretamente no setor de biotecnologia agricola e quimica (GLENNA; BRUCE, 2021).

Esses documentos revelam como a Monsanto utilizou-se de atividades irregulares para
producdo de artigos cientificos fantasmas e artigos que beneficiam seus produtos. Os documentos
também estdo ligados a a¢des que invalidam e distorcem informacdes ligadas aos seus produtos.
Assim, a publicacao desses documentos langou duvidas sobre a seguranca dos produtos ligados a
Monsanto. Assim, em 2017 nos Estados Unidos aproximadamente 3500 pessoas tinham processos
em andamento contra Monsanto, em sua maioria alegando que eles ou parentes tinham
desenvolvido Linfomas ndo Hodgkin devido a exposi¢do ao glifosato. Também processavam a
Monsanto por esconder os riscos da exposi¢ao ao herbicida. (KRIMSKY; GILLAM, 2018).

Desse modo, meta-analises realizadas sobre o glifosato, em sua maioria sdo inconclusivas,
podendo ser resultado desses periodicos "envenenados" (Quadro 1). Assim sendo, evidente que a
Monsanto ndo tem total confianga em seus produtos, pois ndo haveria necessidade desse

posicionamento se ndo existissem problemas.
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Estudos conduzidos por Glenna e Bruce (2021) utilizando documentos da Monsanto
indicam que funcionarios e consultores contribuem na escrita de artigos, porém seus nomes nao
sao listados como autores, pois os executivos da Monsanto estavam preocupados que listar
funcionarios diminuiria a credibilidade da publicagdo. Esta mesma empresa se apresenta
publicamente como entusiasta da ciéncia contra mitos, fanatismo e politica. Porém, entra em
controvérsia procurando se proteger de possiveis refutagdes e controlando secretamente o processo
cientifico, comprando académicos de prestigios para deturpar posi¢des de cientistas independentes,
usando revisdo por pares e escrita fantasma na literatura. Para Monsanto nao existe ciéncia, pois o
objetivo ¢ a "ciéncia da Monsanto” que apoia diretamente os seus produtos GLENNA; BRUCE,
2021).

Contudo, em 2015 a International Agency of Cdncer (IARC) publicou uma pesquisa
conduzida pelos seus cientistas reclassificando o glifosato no grupo 2A (provavelmente
carcinogénico). Nos estudos realizados pela IARC foram constatados que o glifosato possui uma
forte associagdo com o LNH, sendo encontradas evidéncias que o herbicida ¢ genotdxico e aumenta
o estresse oxidativo (MCHENRY, 2018). Esta reclassificagdo, implicou em diversos problemas
econdmicos para Monsanto uma vez que o somente o glifosato era responsavel por cerca de 10%
do lucro da Monsanto em 2008 (GLENNA; BRUCE, 2021).

O Gli ¢, principalmente, relacionado ao desenvolvimento de Linfomas, uma vez que este
tipo de cancer foi o primeiro, € o mais incidente, em populacdes expostas ao herbicida. Alguns
estudos negam esta relagdo, porém estudos recentes mostram que a exposicao ao glifosato aumenta
significativamente a probabilidade de desenvolver linfomas (HARDELL; ERIKSSON;
NORDSTROM, 2002). De acordo com pesquisa realizada no PubMed, de 29 trabalhos
encontrados, 21 avaliaram a associagdo entre o desenvolvimento de linfomas com a exposi¢ao ao
Gli. Destes, 6 estudos encontraram correlagdo positiva. Por outra lado, outros 6 trabalhos ndo
encontram evidéncias e 9 sdo inconclusivos em relagdo a associagdo do Gli com LNH (Quadro 1).
Assim, ¢ possivel notar auséncia de consenso na literatura sobre a relagdo do Gli e o

desenvolvimento de linfomas.
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7 - CONCLUSAO

A partir dos dados levantados utilizando ferramentas de biologia computacional e a revisdo
da literatura foi possivel observar que o Glifosato interage com os diferentes receptores de
linfécitos humanos, aumentando as evidéncias que possam comprovar a relagdo entre a exposi¢ao
ao herbicida e o desenvolvimento de linfomas.

Contudo, para o entendimento integral da interacdo do Gli com estes receptores ¢ a
associacdo com o desenvolvimento de LH e LNH, se fazem necessarias experimentos
complementares, como por exemplo de dinamica molecular, no qual podem ser elucidadas como
estas interacdes se comportam ao sistema bioldgico ao longo do tempo por meio de anélises in

silico.
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