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INTRODUCAO:

Nas ultimas décadas, a incidéncia de cancer de tireoide (CT) aumentou significativamente em todo
o mundo (1-2). Para cada ano do triénio 2023 a 2025, sao esperados aproximadamente 16.660 novos casos
(3). Esse aumento na incidéncia pode ser atribuido a diversos fatores, incluindo fatores ambientais, como
a exposicdo a substancias conhecidas como desreguladores enddcrinas, como o bisfenol A (BPA) (4). O
BPA é um agente quimico sintético, anadlogo aos hormdénios estrogénicos, amplamente utilizado na
producdo de plasticos e esta presente em diversos produtos de uso cotidiano (5,6). Dada a capacidade de
migracdo do BPA para alimentos e bebidas armazenados nesses materiais, ampliando a exposicdo dos
humanos e animais a esse composto, no Brasil, o uso de BPA ¢é regulamentado pela Resolu¢do RDC
n°18/2008, onde estabelece o Limite de Migracdo Especifica (LME) de 0,6 mg de BPA/kg de alimento
(5).

Devido a semelhanca estrutural com os hormonios naturais, o0 BPA pode se ligar ao receptor do
hormonio tireoidiano (TRP), atuando como agonista ou antagonista hormonal (7), assim mimetizando ou
blogueando ac¢do hormonal. Investigacdes prévias associaram a exposicdo ao BPA a alteracGes da fungéo
tireoidiana, a desregulacdo dos niveis hormonais e a inducdo de proliferagdo e migracdo de células
cancerigenas em diversos tipos de cancer como ovario, mamas e na propria tireoide (8-13). Portanto, a
exposicao a esse composto pode influenciar no desenvolvimento e na progressdo do cancer.

Uma caracteristica amplamente conhecida dos desreguladores endocrinos, como o0 BPA, € que seus
efeitos ndo seguem o paradigma toxicologico classico da relacdo dose-resposta linear, o que dificulta a

determinacdo de uma dose “segura”, cuja exposicdo nao afete a saide humana. Além disso, o sistema
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enddcrino, mais especificamente, responde a baixas doses (14,15). Assim, o objetivo do estudo foi

investigar os efeitos da exposicdo as baixas doses de BPA nas células tireoidianas.

METODOLOGIA:

Cultura celular

Foram utilizadas duas linhagens celulares provenientes de tireoide humana. A TPC-1, derivada de
carcinoma papilifero com translocacdo RET/PTC e a Nthy-ori 3-1 atuou como grupo controle, pois se
trata de uma linhagem derivada de células foliculares tireoidianas normais. As linhagens foram cultivadas
em meio RPMI 1640, acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de Penicilina-Streptamicina e 250mg/ml
de fungizone (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Serdo mantidas em estufa a 370C, com 5% de diéxido de
carbono (CO2) (16-18). Para a exposicao, o bisfenol A (BPA, CAS No: 80-05-7) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSQO) em concentracdes (0,1 a 1,0 pg/mL). As células

foram expostas ao BPA por 24 e 48 horas.
Ensaio de viabilidade e citotoxicidade.

O teste de exclusdo por azul de tripan foi utilizado para avaliar a viabilidade celular, conforme
protocolos anteriores (19,20). Ap6s o tempo de cada exposicao, uma aliquota de 10 pL da ressuspensédo
das células em 500 pL de meio de cultura foi misturada com 10 uL de azul de tripan 0,4% (1:1). ApGs
incubacdo por 3 minutos em temperatura ambiente, 10 uL da solucdo foi analisada em lamina descartavel
pelo Countess® Il FL (Thermo Fisher Scientific). As células coradas foram consideradas ndo viaveis; e

as ndo coradas, viaveis. Além disso, o experimento foi feito em triplicata técnica e bioldgica.
Ensaio de migracdo horizontal (Scratch Assay)

O ensaio de migracdo horizontal avalia a migracdo celular in vitro. Seguindo esse método,
primeiramente, as células de ambas as linhagens foram tripsinizadas, contadas em uma concentracao de
5x105 e dispostas em placas de 24 pocos. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C, as linhagens celulares
foram expostas ao BPA, exceto aquelas que atuaram como grupo controle. Em seguida, as monocamadas
foram arranhadas, criando uma fenda sem células (“ferida”), utilizando uma ponta de micropipeta estéril
de 10 pL para manter a largura da fenda limitada. O meio foi removido e os pogos foram lavados duas
vezes com PBS para remover as células no sobrenadante. Depois, 0s pocos foram fotografados logo apos
a lavagem com meio e em intervalos de tempo de 24 e 48h. Assim, foi acompanhado o fechamento da
“ferida” pela movimentacao das células encontradas nas extremidades em direcdo a abertura, obtendo a
taxa de migragé&o celular (21). As diferencas na area de fechamento da ferida ao longo do tempo em celulas
vivas incubadas com exposicdo ao BPA ou controle foram avaliadas usando ANOVA de duas vias, tendo

0 tempo e a concentracdo de BPA como variaveis independentes.
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ASPECTOS ETICOS:

O projeto recebeu dispensa de avaliacdo ética do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A exposicdo ao BPA reduziu a viabilidade celular, ndo apresentando linearidade entre dose-
resposta. No comparativo entre as duas linhagens, a N-thyr-ori 3-1 apresentou maiores porcentagens de
viabilidade celular em relacdo a TPC-1. Na dose LME (1ug/mL), o BPA resultou em morte em 50% da
N-thyr 3-1 em 24 horas e em 48 horas, enquanto a mesma dose na TPC-1 resultou em 75% de morte em
24 horas e 85% em 48 horas. De modo geral, ambas as linhagens apresentaram reducdo na viabilidade

apos exposicao de 48 horas ao BPA.
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Figura 1. Efeitos da exposic¢do ao bisfenol A em linhagens celulares de tireoide: a linhagem TPC1 apresentou maior dano celular em
comparacdo com a linhagem Nthy-ori 3-1.

No ensaio de migracdo, na linhagem N-thyr-ori 3-1, as concentracbes de BPA utilizadas
impactaram a taxa de migracao celular (p=0,013596), assim como os diferentes periodos de tempo de
exposicdo ao composto (p=0,000317). Nesta linhagem celular, a maior taxa de migracao (representada
pela menor area de “ferida” ap6s o intervalo de tempo determinado) foi observada nas amostras expostas
a concentracdo de BPA correspondente ao LME (1pug/mL) em ambos os periodos analisados (24h e 48h).
A exposicao a essa concentracdo provocou a reducdo de 27,2% da area original da ferida ap6s 24h e de
35,1% apos 48h. Por sua vez, na linhagem celular TPC-1, observou-se uma influéncia da exposi¢do as
baixas doses de BPA (p=0,046623) e dos intervalos de tempo analisados (p=0,000006) sobre as taxas de
migracdo celular. Nas amostras desta linhagem, constatou-se a maior taxa de migracdo celular nas
amostras expostas a 0,1pg/ml em ambos os periodos analisados, sendo responsavel pela diminuigdo de
26,9% da area original apos 24h e de 39,8% ap0s 48h. Nesta mesma linhagem celular, a concentracao
referente ao LME foi responsavel pela segunda maior taxa de migragéo celular apos o periodo de 48h,
provocando a diminuigéo de 39,6% da area original da ferida. Portanto, o tempo de exposicéo e a dose de
BPA utilizada impactam na capacidade de migracdo das células tireoidianas normais e neoplésicas, sendo

os resultados muito mais expressivos em células cancerigenas.
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Figura 2. Taxas de migracédo celular da linhagem Nthy-ori e TPC-1.
CONCLUSOES:

Os dados obtidos sugerem que a exposicao a baixas doses de BPA durante os intervalos de tempo

de 24 e 48 horas impactam a viabilidade e a migracdo de células normais e neoplasicas de tireoide humana.

Os resultados observados ndo apresentaram linearidade entre dose-resposta e foram mais expressivos em

células cancerigenas. Dessa forma, os resultados do presente estudo indicam que mesmo baixas doses de

exposi¢do ao BPA podem apresentar riscos a saude humana, podendo influenciar no desenvolvimento e
progressao de cancer de tireoide.
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