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INTRODUCAO:

A incidéncia de cancer de tireoide (CT) aumentou significativamente nas ultimas décadas
em todo o mundo, inclusive em paises em desenvolvimento (1). O Instituto Nacional do Cancer
(INCA) estima 16.660 novos casos anuais no Brasil para o triénio 2023-2025 (2).
Aproximadamente 90% dos tipos de cancer estdo associados a fatores ambientais (bioldgicos,
fisicos e quimicos) que interagem com as caracteristicas genéticas de cada individuo (3-4).
Nosso grupo tem contribuido para o entendimento dessa interacdo, demonstrando a
importancia dos fatores ambientais no cancer de tireoide (5-7). A exposicao a desreguladores
enddcrinos (DEs) pode alterar a funcdo da tireoide e aumentar o risco de varios eventos
adversos a saude, incluindo disturbios da tireoide e cancer (8-10).

O bhisfenol A (BPA, 2,2-bis(4-hidroxifenil) propano) € um xenoestrogénio, um composto
sintético, amplamente utilizado na producdo de plasticos, como policarbonato, poliéster e
resinas epoxi (11). E usado em uma ampla variedade de produtos como garrafas, revestimentos
de latas de bebidas, lentes oftalmicas, suprimentos médicos e odontoldgicos e tubulacdes de
agua (12). No Brasil, o uso do BPA é regulamentado pela ANVISA por meio da Resolu¢cdo RDC
17/2008. Esta resolucao estabelece como Limite de Migragédo Especifica (LME) 0,6 mg de BPA
por Kg de alimento, pois ele pode migrar em pequenas quantidades para alimentos e bebidas,
fazendo com que os humanos e os animais sejam frequentemente expostos (11).

O BPA é um desregulador endécrino (DE). Uma particularidade dos DEs é que eles néo
seguem o paradigma toxicolégico classico de dose-resposta linear, que sugere que os efeitos
aumentam com a dose, permitindo calcular uma dose "segura.” No entanto, os DEs podem

causar efeitos significativos mesmo em baixas concentracfes, com respostas variaveis
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dependendo da dose (13, 14). Portanto, é crucial determinar os efeitos dos DEs em diferentes
concentracfes, pois esses podem variar entre células normais e células com alteracoes
genéticas. Noddulos de tireoide sdo comuns e frequentemente contém varias alteracdes
genéticas. (15). Assim, objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da exposi¢céo a baixas

concentracdes de BPA tanto em células normais como em células tumorais da tireoide.

METODOLOGIA:

Cultura celular e Exposicdo ao BPA

Os modelos experimentais utilizados foram trés linhagens de tireoide humana: TPC-1
(carcinoma papilifero com translocacdo RET/PTC), BCPAP (mutacdo BRAF V600E), 8505c
(carcinoma anaplasico de tireoide) e Nthy-ori 3-1 (células foliculares tireoidianas normais, como
controle). As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino, 1%
de Penicilina-Streptamicina e 250 mg/ml de fungizone, mantidas a 37°C com 5% de CO2. As
células foram plaqueadas e cultivadas por 24 horas antes dos ensaios para garantir boa
aderéncia.

As linhagens celulares tireoidianas foram expostas ao BPA (CAS No: 80-05-7) (Sigma—
Aldrich, St. Louis, EUA) diluido em dimetilsulféxido (DMSQO). Aproximadamente 5x10°células/ml
de meio de cultura foram incubadas com BPA em placa de 24 pocos e expostas as

concentragdes finais de 0,1 a 1,0 yg/mL por periodos de 24 e 48 horas.

Anédlise de viabilidade e citotoxicidade celular

O ensaio por azul de tripan, foi utilizado para analisar a viabilidade celular. Células néo
viaveis absorvem o corante, enquanto células viaveis permanecem nao coradas. As células
foram cultivadas em triplicata em placas de 24 poc¢os e expostas ao BPA. Apds a exposicéo, 10
pl de suspenséao celular foi misturado com 10 pl de azul de tripan 0,4%, e 10 pl da solucéo foi
colocado em lamina descartavel para contagem usando o Countess® Il FL. E o ensaio CCK-8
avaliou a citotoxicidade celular. Em uma placa de 96 pocos, cerca de 5.000 células por poco
foram pré-incubadas, ap6s 24 horas foram expostas ao BPA. Apos 24 e 48 horas de exposicao,
adicionou-se 10 ul de solucdo CCK-8 a cada poco e a placa foi incubada por 3 horas. Os

resultados foram lidos com absorbancia a 450 nm no leitor de microplacas ELx808.

Ensaios de migracao e invasdo em ensaio de lesdo em monocamada
Para o ensaio de migracéo e invaséao, as linhagens tireoidianas foram semeadas em

placas de 24 pocos (1,1x10%poco) e incubadas por 24 horas. Em seguida, com o auxilio de

uma ponteira de 10 pl, foi realizada uma leséo horizontal em cada pocgo. O processo de
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cicatrizacdo de migracao e invaséao foi registrado com uma camera acoplada ao Zeiss Axio
Observer Alnos tempos 0, 24 e 48 horas. As imagens de cada poco foram analisadas com o
software ImageJ® para medir a distancia das lesdes em diferentes tempos. Os valores das
distancias em pixels foram utilizados para analises estatisticas. O ensaio foi realizado junto

com células controle para comparacgdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Até o momento, foram concluidas as andlises das linhagens Nthy-ori-3-1 e 8505-C. Os
resultados das linhagens TPC1 e BCPAP estdo em fase de andlise estatistica.

A dose de 1,0 pg/ml utilizada em nossos ensaios corresponde a dose maxima admitida
como segura para humanos pela ANVISA considerando o Limite de Migracao Especifica (LME)
0,6 mg de bisfenol A por Kg de alimento.

A exposicdo ao BPA em diferentes linhagens de células da tireoide apresentou efeitos
variados. Na linhagem Nthy-ori-3-1, doses de 0,8 e 0,4 pg/ml ndo afetaram significativamente a
viabilidade celular pelo azul de tripan, apds 24 horas, mas a dose de 1,0 pg/ml reduziu a
viabilidade em quase 70%. Na linhagem 8505-C, a exposi¢ao por 24 horas a 1,0 pg/ml resultou
em 60% de inviabilidade celular, e mais de 80% apds 48 horas em todas as concentracdes
testadas, conforme demonstrado na figura 1-A.

Os testes de citotoxicidade com BPA mostraram que a linhagem Nthy-ori-3-1 € menos
afetada do que a 8505-C. Apds 24 horas com 1,0 ug/ml de BPA, 37% das células Nthy-ori-3-1
ainda estavam viaveis, enquanto a linhagem 8505-C apresentou 33% de viabilidade apés 24

horas e 39% ap0s 48 horas (Figura 1-B).
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Figura 1: A) Efeitos do BPA na viabilidade celular utilizando azul de tripan. B) Citotoxicidade do

BPA avaliada pelo ensaio CCK-8.
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Além disso, os ensaios de invasdo e migracdo mostraram que o tratamento com BPA
aumentou a capacidade de migracéo da linhagem 8505-C nas doses de 0,8 e 0,1 pg/ml apos
24 horas de exposicdo (Figura 2). Sugerimos que os efeitos pleiotropicos do BPA sobre as
células da tireoide, particularmente nas células derivadas de carcinomas anaplasicos, podem
estar relacionados a incidéncia e as caracteristicas clinicas do cancer de tireoide.
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Figura 2: Efeitos do BPA na migracao celular da linhagem Nthy-ori-3-1 e 8505-C. O tratamento

com BPA aumentou significativamente a capacidade de migracéo celular.

CONCLUSOES:

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade e migracdo indicam que o Bisfenol A (BPA) tem
efeitos adversos significativos na viabilidade e capacidade invasiva das células da tireoide,
variando conforme o tipo celular e a concentracdo de BPA. Esses resultados sugerem que o
BPA pode influenciar o aparecimento e a progressao do cancer de tireoide, especialmente de
carcinomas anaplasicos, destacando a necessidade de maior compreensao dos mecanismos

envolvidos e consideragdo dos riscos ambientais e de saude publica associados ao BPA
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