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RESUMO 

 
Glioblastomas (GBMs) são Gliomas primários de Grau IV que podem acometer todas 
as faixas etárias, sendo mais frequentes na população adulta e próxima aos 60 anos 
de idade. Com péssimo prognóstico, esta neoplasia se caracteriza por células 
altamente invasivas do sistema nervoso, com proliferação excessiva e resistente aos 
poucos tratamentos existentes. A expectativa de vida para pacientes com GBM pode 
chegar a meses, mesmo após cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Assim, este 
estudo partiu do pressuposto do uso de agrotóxicos estar atrelado à incidência de 
tumores, com a hipótese de que Round-up® e o Glifosato (GLY) possuem efeitos 
citotóxicos em linhagens de GBM, tendo efeito sobre o comportamento celular dos 
mesmos. O GLY é um herbicida de amplo espectro, pós-emergente, potencializado 
com misturas de surfactantes, que facilitam a absorção do composto pelas plantas. 
Round-up® é o herbicida à base de GLY mais conhecido no mercado.  Neste trabalho, 
utilizamos as linhagens de GBM A-172 (humano) e C6 (rato) para a realização de 
diferentes testes variando o tempo de exposição aos tratamentos (24, 48 e 72 horas; 
28 dias) e concentrações de GLY e Round-up® (0,0025 %, 0,005 % e 0,01 %), com o 
objetivo de avaliar a citotoxicidade desses compostos, verificar o potencial dos 
tratamentos agudo e crônico, e a indução à senescência, processo que se caracteriza 
como antitumoral. Demonstramos pela primeira vez que o Round-up® e o GLY 
apresentaram efeitos citotóxicos em linhagens de GBM, diminuindo a viabilidade 
celular, o número de células, a formação de colônias e a duplicação populacional, 
principalmente na dose de 0,01 % de Round-up®. Não encontramos resultados 
significativos em relação à indução de senescência pelos tratamentos utilizados. Os 
resultados também apontaram que estes efeitos foram mais pronunciados ao realizar 
o tratamento com Round-up® do que com o GLY.  

 
Palavras-chave: Glioblastoma, Herbicida, Citotoxicidade
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ABSTRACT 
 

Glioblastomas (GBMs) are Grade IV primary gliomas that can affect all age groups, 
being more frequent in the adult population and those close to 60 years of age. With a 
poor prognosis, this neoplasm is characterized by highly invasive cells of the nervous 
system, with excessive proliferation and resistant to the few existing treatments. Life 
expectancy for patients with GBM can reach months, even after surgery, radiotherapy 
and chemotherapy. Thus, this study assumed that the use of pesticides is linked to the 
incidence of tumors, with the hypothesis that Round-up® and Glyphosate (GLY) have 
cytotoxic effects on GBM strains, having on their cellular effect. GLY is a broad-
spectrum, post-emergence herbicide, potentiated with mixtures of surfactants, which 
facilitate the absorption of the compound by plants. Round-up® is the best known GLY-
based herbicide on the market. In this work, we used the GBM strains A-172 (human) 
and C6 (rat) to perform different tests varying the exposure time to treatments (24, 48 
and 72 hours; 28 days) and GLY and Round- procedures. up® (0.0025%, 0.005% and 
0.01%), with the objective of evaluating a compound cytotoxicity, verifying the potential 
of acute and chronic treatments, and the induction of senescence, a process that 
stands out as an antitumor process. We demonstrated for the first time that Round-
up® and GLY have cytotoxic effects on GBM strains, decreasing cell viability, cell 
number, colony formation and population doubling, mainly at the 0.01% dose of 
Round- up ®. We did not find results obtained in relation to the induction of senescence 
by the treatments used. The results also showed that these effects were more 
pronounced when performing treatment with Round-up® than with GLY. 
 
Keywords: Glioblastoma, Herbicide, Cytotoxicity 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

Os Gliomas são os tumores mais frequentes do Sistema Nervoso Central 

(SNC), correspondendo a 70 % destes tumores. O Glioma mais frequente é o 

Glioblastoma (GBM), com incidência de 7 casos a cada 100 mil pessoas. Os GBMs 

têm maior incidência sobre a população adulta, geralmente a mais idosa, a partir dos 

65 anos de idade (JALALI; MUNSHI, 2009; LOUIS et al. 2007). 

Os GBMs são compostos por astrócitos neoplásicos pouco diferenciados, 

geralmente localizados nos hemisférios cerebrais, tronco cerebral, cerebelo e medula 

espinhal.  

Estes tumores são os mais malignos, apresentando os piores prognósticos 

entre os tumores do SNC. Pacientes acometidos com esta doença apresentam uma 

das piores expectativas de sobrevida, podendo vir a óbito em poucos meses. A taxa 

de sobrevida varia de acordo com a progressão da doença, sendo em torno de 15 a 

20 meses. Pacientes com GBMs recorrentes podem ter sobrevida de até 6 meses 

(GRUBER; BUSTER, 2004). 

De difícil tratamento, os GBMs são basicamente direcionados à ressecção 

cirúrgica, quimioterapia (QT) e radioterapia (RT). A ressecção cirúrgica traz conforto 

aos pacientes devido à diminuição da massa tumoral, embora as células infiltrantes 

permaneçam no local da lesão. Essas células infiltrantes podem levar a recorrência 

da doença mais tarde.  

O tratamento de RT pode causar necrose nos tecidos cerebrais, o que limita o 

grau de uso da radiação. O tratamento com Temozolamida (Tmz), um agente 

quimioterápico alquilante, até o presente momento tem complementado a RT. A Tmz 

tem sido o quimioterápico mais utilizado na terapia adjuvante para o tratamento de 

GBMs. Devido às características adaptativas dos GBMs, a Tmz, apesar de eficiente, 

confere um aumento na sobrevida global dos pacientes de 12 a 14 meses, quando 

comparados a pacientes que realizam tratamentos somente com RT. 

Mesmo assim a taxa de mortalidade se caracteriza elevada para esta 

neoplasia, devido à sua agressividade e resistência aos tratamentos, o que instiga a 

busca por novas estratégias terapêuticas.  

Alguns estudos se baseiam no uso do composto ativo Glifosato (GLY), e seu 

metabólito Ácido Aminometilfosfônico (AMPA) para inibir a proliferação celular e 
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induzir alterações nos níveis de expressão de genes envolvidos no ciclo celular (LI et 

al. 2013). 

O herbicida GLY é um organofosfato, formado por apenas uma molécula de 

glicina e uma de fosfonometila, denominado N-(fosfonometil) glicina (WHO, 1994). 

Sintetizado no ano de 1950 (WILLIAMS et al. 2000), o GLY apresenta o AMPA como 

seu principal metabólito. O AMPA é metabolizado no solo a partir da ação dos 

microorganismos (DICK; QUINN, 1995). 

Em plantas, a ação do GLY é basicamente interromper a ação da via do ácido 

chiquímico. O ácido chiquímico é responsável pela síntese dos aminoácidos 

triptofano, fenilalanina e tirosina, essenciais para a sobrevivência da planta 

(COUTINHO; MAZO, 2005; WILLIAMS et al. 2000).  

Em mamíferos, o GLY seria excretado inalterado devido à ausência do ácido 

chiquímico (MYERS et al. 2016). Já o Round-up®, com ação mais intensa, é um 

herbicida à base de GLY, podendo ser mais mutagênico que seu próprio composto 

ativo devido à presença de surfactantes (COX, 1998). 

Este trabalho visa o estudo do potencial antitumoral dos compostos Round-up® 

e GLY. Pretende-se verificar a influência desses químicos no comportamento celular 

de linhagens de GBM Humano e de rato, avaliar efeito antitumoral, estimar taxas de 

duplicação da população celular, e observar ainda a evolução tumoral, frente aos 

tratamentos aplicados. 

 

1.1 HIPÓTESE 

 

Round-up® e GLY possuem efeitos citotóxicos em linhagens de GBM, tendo 

efeito sobre o comportamento celular dos mesmos. 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar os possíveis efeitos do Round-up® e do GLY sobre linhagens de 

GBM humano e de rato.  

 

1.2.2 Objetivos Específicos 
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 Verificar se os tratamentos com Round-up® e GLY estão diminuem a 

viabilidade celular e o número de células em linhagens de GBM humano e de rato; 

 Acompanhar o crescimento da linhagem de GBM humano após o tratamento 

com Round-up®; 

 Estimar a taxa de duplicação celular da população após o tratamento com 

Round-up® e GLY em linhagens de GBM humano; 

 Investigar a formação de colônias frente ao tratamento com Round-up® em 

linhagens de GBM humano; 

 Avaliar os efeitos do Round-up® e GLY sobre a indução de senescência 

celular em linhagens de GBM humano. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS SOBRE CÂNCER 

 

Em uma das definições, câncer é um conjunto de manifestações clínicas 

patológicas, caracterizado pela perda do controle do crescimento celular e o ganho de 

capacidade de invadir tecidos adjacentes ou de espalhar-se (metástase) para outras 

regiões do corpo. A carcinogênese, de modo geral é um processo lento, com 

manifestações clínicas computadas ao longo dos anos (RIBEIRO et al. 2003). 

O câncer é considerado uma doença genética, uma vez que resulta de 

alterações, mutações gênicas e aberrações cromossômicas. Essas alterações 

ocorrem em genes que estão comprometidos com o controle da proliferação e 

diferenciação celular (protooncogenes e genes supressores de tumor) e genes 

envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA (genes mutadores) (HANAHAN; 

WEINBERG, 2000). 

Todos os tipos de cânceres compartilham traços comuns, que regem a 

transformação de células normais em células cancerosas: i. As células cancerosas 

podem estimular o seu próprio crescimento (auto-suficiência em sinais de 

crescimento); ii. Elas resistem a sinais inibidores que poderiam impedir o seu 

crescimento (insensibilidade aos sinais anti- crescimento); iii. Elas resistem à morte 

celular programada (apoptose); iv. Elas podem se multiplicar indefinidamente; v. Elas 

estimulam o crescimento de vasos sanguíneos para fornecer nutrientes aos tumores; 

vi. Elas invadem o tecido local e se espalham para outros tecidos (metástase); vii. Elas 

possuem uma grande desregulação do metabolismo energético; viii. Elas conseguem 

escapar da vigilância imunológica; ix. Elas geram um grande processo inflamatório; x. 

Elas apresentam instabilidade do genoma e mutagênese (Figura 1) (HANAHAN; 

WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011). 
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Figura 1- Características das células tumorais, segundo Hanahan e Weinberg (2011). 

 

Um dos processos relacionados à tumorigênese é a senescência celular. 

Primeira vez testada por Dimri et al. (1995) através do biomarcador para atividade da 

β-galactosidase (x-Gal), forneceu evidências in situ de que as células senescentes 

podem persistir e se acumular com a idade in vivo, apresentando falhas na síntese de 

DNA. 

O envelhecimento é uma característica normal dos organismos biológicos, 

marcado por falhas na função das células e hiperplasias, devido a estresses 

extrínsecos. A perda de função biológica de células em degeneração permite que 

muitas delas adquiram funções aberrantes caracterizando em letalidade. Essas 

características de degeneração e envelhecimento estão atreladas ao estresse celular, 

e consequentemente à senescência (CAMPISI, 2013). 

A senescência se caracteriza por células metabolicamente ativas mas com 

incapacidade de proliferação celular, que sofrem alterações morfológicas, variando 

tamanho e forma celular achatada, aumento da enzima x-Gal, alteração no perfil 

transcricional da célula e parada no ciclo celular (CAMPISI, 2007; DIMRI et al. 1995). 

Quando as células entram em fase de senescência, aumenta a expressão de 

genes que codificam citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, fatores de crescimento 

e proteases, chamados de SAGs (senescence-associated genes). Os oncogenes são 

um dos mecanismos pelo qual a senescência pode ser induzida (Figura 2). Essas 

características sugerem que a resposta à senescência e a senescência são 
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mecanismos de prevenção do câncer que evoluem para suprimir o desenvolvimento 

de câncer e para promover a reparação de tecidos (CAMPISI, 2013). 

A senescência ocorre pelo encurtamento dos telômeros, quando se refere a 

senescência replicativa ou por danos ao DNA, ativação de oncogene e formação de 

radicais livres devido a estresses extrinsecos (SERRANO; BLASCO, 2001). 

 

Figura 2- Senescência desencadeada por estímulos diversos (MENEGOTTO, 2014). 

 

2.2 GLIOMAS: CARACTERÍSTICAS E FATORES DE RISCO 

 

Os Gliomas são os tumores mais frequentes do SNC. Eles correspondem a 

70% de todos os tumores cerebrais primários, sendo o GBM o mais comum e, de 

longe, o mais maligno de todos.  O GBM corresponde a 16 % de todos os tumores 

cerebrais primários e neoplasias do SNC. Atinge a população adulta surgindo em 

média por volta dos 64 anos de idade, embora possa ocorrer em qualquer faixa etária, 

inclusive em crianças (THAKKAR et al. 2014). A incidência anual de Gliomas malignos 

é aproximadamente 07 casos para cada 100 mil pessoas (JALALI; MUNSHI, 2009; 

LOUIS et al. 2007). A incidência é levemente maior em homens do que em mulheres 

(1,6 para 1) e em caucasoides (ELLOR et al. 2014). 

Para o ano de 2020 estimavam-se para o estado do Rio Grande do Sul 950 

novos casos de câncer do SNC, enquanto para o Brasil a ocorrência de 11.100 novos 

casos. Destes casos, os Gliomas são o tipo histológico mais frequente e representam 



21 
 

cerca de 40 % a 60 % de todos os tumores primários do SNC, sendo mais comum na 

faixa etária adulta (INCA, 2020).  

Os Gliomas são classificados segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

em astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas e Gliomas mistos (geralmente 

oligoastrocitomas). Os astrocitomas são classificados como pilocítico (grau I), difuso 

(grau II), anaplásico (grau III) ou GBM (grau IV) em ordem crescente de anaplasia. 

Algumas características e estatísticas relacionadas a esta classificação estão 

mostradas na Tabela 1 (LOUIS et al. 2001; OKADA et al. 2009).  

 

Tabela 2- Características e Estatísticas Relacionadas a alguns Gliomas. 

 
Grau 
OMS 

Histologia 

Porcentagem  
aproximada de 

 todos os 
gliomas 

Características 

Sobrevida 
estimada 
após 5 
anos 

Benigno  Ependimoma 5,2% 

- Pode ter crescimento lento ou rápido; 
- Geralmente localizado nos ventrículos, 

mas pode se estender a medula espinhal; 
- Comum em crianças; pico de ocorrência 

entre 5 e 34 anos de idade. 

65% 

Baixo 
grau 

I 
Astrocitoma 

pilocítico 
5,1% 

- Crescimento lento, geralmente benigno, 
formando cisto; 

- Muito comum no cérebro, podendo 
crescer no nervo óptico, tronco encefálico e 

cerebelo; 
- Frequente em crianças e adolescentes. 

98% 

II 
Oligodendroglioma 

Astrocitoma 
Oligoastrocitoma 

28% 

- Tende a crescer lentamente; 
- Raramente encontrado fora do cérebro; 

- Comum em homens e mulheres entre 20 
e 50 anos. 

50% 

Alto 
grau 

III 

Astrocitoma 
anaplásico 

Oligodendroglioma 
anaplásico 

Oligoastrocitoma 
anaplásico 

6,7% 

- Cresce mais rápido e agressivamente que 
o do grau II; 

- Tende a invadir o tecido vizinho; 
- Mais comum em homens e entre 30 e 50 

anos. 

30% 

IV GBM 55% 

- Pode se desenvolver diretamente ou 
progredir a partir de um glioma de baixo 

grau; 
- Altamente invasivo no cérebro; 

- Mais comum em adultos mais velhos do 
que crianças e mais comum em homens. 

Menor que 
5% 

*Fonte: Adaptado de Davis (2018). 

 

Compostos por astrócitos neoplásicos pouco diferenciados, os GBMs estão 

localizados preferencialmente nos hemisférios cerebrais (OKADA et al. 2009), 

podendo afetar ainda o tronco cerebral, cerebelo e medula espinhal. Segundo a 
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American Association of Neuroscience Nurses – (AANN) (2014), em 61 % dos casos, 

os gliomas primários ocorrem nos quatro lobos do cérebro: frontal (25 %), temporal 

(20 %), parietal (13 %) e occipital (3 %). 

Os GBMs podem ser classificados como primários, quando surgem sem um 

precursor conhecido; ou secundário, onde um tumor de baixo grau se transforma ao 

longo do tempo em GBM. A maioria dos GBMs é primária, e esses pacientes tendem 

a ser mais velhos e ter pior prognóstico do que os pacientes com GBMs secundários 

(Figura 3) (WILSON et al. 2014). 

 

Figura 3- GBM primário e secundário – origem e alterações genéticas. Ch – 

cromossomo; LOH – perda da heterozigosidase. Adaptado de (PAWLOWSKA et al. 

2018). 

 

Originalmente, pensava-se que os GBMs eram derivados apenas de células 

gliais; no entanto, as evidências sugerem que eles podem surgir de vários tipos de 

células com propriedades semelhantes às células-tronco neurais. Essas células estão 

em vários estágios de diferenciação de células-tronco para neurônios e glia, com 

variações fenotípicas determinadas, em grande parte, por alterações moleculares nas 
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vias de sinalização e não por diferenças no tipo de origem celular (PHILLIPS et al. 

2006). 

Além disso, foram identificados quatro subtipos de GBM (clássico, pró-neural, 

neural e mesenquimal), cada um com padrões diferentes de progressão da doença e 

resultados de sobrevivência (BRENNAN et al. 2013; VERHAAK et al. 2010; WANG et 

al. 2015). 

Aproximadamente 5 % dos pacientes com GBM têm uma história familiar de 

Gliomas (FARRELL; PLOTKIN, 2007). O evento mutacional é um processo lento que 

inicia em uma única célula, em genes determinantes. Posteriormente se desenvolvem 

em múltiplos estágios através da acumulação de alterações genéticas que vão 

transformando uma célula normal em célula cancerígena (HANAHAN; WEINBERG, 

2000). 

Anormalidades genéticas complexas combinadas com fatores ambientais 

desconhecidos predispõem indivíduos ao desenvolvimento de Gliomas (HOFER et al. 

2014). Nenhuma única mutação explica a tumorigênese dos Gliomas. Essa 

diversidade molecular e as constantes modificações ao longo do tempo são as 

explicações para a resiliência tumoral e consequentemente a resistência à terapia 

(WEATHERS; GILBERT, 2016). 

Mais de 600 genes foram sequenciados a partir de mais de 200 amostras de 

tumores humanos, como resultado do perfil genômico e do projeto Atlas do Genoma 

do Câncer. Este sequenciamento revelou o complicado perfil genético do GBM e 

estabeleceu um conjunto de três núcleos de vias de sinalização (Figura 4). Essas vias 

são comumente ativadas, quais sejam, a via da proteína tumoral p53, a via de 

sinalização do receptor tirosina quinase/Ras/fosfoinositídeo 3-quinase, e a via do 

retinoblastoma (PARSONS et al. 2008). 
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Figura 4- Frequentes alterações em 3 vias de sinalização críticas em GBMs. a-c: 

Alterações nas sequências  primárias e mudanças  significantes no número de cópia 

dos componentes das vias de sinalização RTK, RAS/PI3K ( fosfatidilinositol 3 cinase 

– phosphoinositide 3 kinase) (a), p-53(b) e RB(c).  Vermelho indica alterações 

genéticas ativadoras, com genes frequentemente alterados em vermelho mais 

intenso. Azul indica alterações inativadoras, com azul escuro correspondendo a maior 

porcentagem de alteração. CCND2 – ciclina D2; NF1 – neurofibromatose 1 

(neurofibromatosis 1); FOXO – forkhead Box-containingprotein O; ERBB2 – homólogo 

2 do oncogene viral da leucemia eritroblástica (v-erb-b2 erytroblasticleukemia viral 

oncogene homolog 2); MET - fator de transição mesenquimal-epitelial, (mesenchymal-

epithelialtransitionfactor); AKT – Homóloga Celular ao Oncogene Viral v-AKT 

(Também conhecida como PKB – Proteína cinase B). Adaptado de (CANCER 

GENNOME ATLAS, 2008; ZAMIN, 2010). 

 

A maioria dos GBMs primários e secundários tem alterações nessas vias, 

dando origem a proliferação celular descontrolada e maior sobrevivência celular 

(Figura 2). Além disso, permitem também que as células tumorais escapem dos 

pontos de checagem do ciclo celular, evitem a senescência e não promovam a 

apoptose (CHEN et al. 2012). 
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As alterações genéticas típicas do GBM primário são a superexpressão do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), as mutações da PTEN e a perda 

do cromossomo 10q. No GBM secundário, as mutações da isocitrato desidrogenase 

1 (IDH1), as mutações da p53 e a perda do cromossomo 19q são frequentemente 

observadas (ALIFIERIS; TRAFALIS, 2015; WILSON et al. 2014; YOUNG et al. 2015). 

Os GBMs secundários são mais comuns entre pacientes jovens. Eles surgem 

como tumores de baixo grau e podem evoluir durante alguns anos. Caracterizam-se 

pela presença de mutações no gene supressor de tumor p53, alterações nas vias p-

16 e retinoblastoma, além de aberrações no número da cópia do DNA (WATANABE 

et al. 1996). 

Esforços para identificar associações específicas desta doença com a 

exposição ambiental e ocupacional têm sido em grande parte inconclusiva e fraca. A 

radiação ionizante é um dos poucos fatores de risco conhecidos que demonstram um 

risco aumentado de desenvolvimento de Glioma (ELLOR et al. 2014). O GBM induzido 

por radiação é tipicamente observado anos após a indicação da radiação terapêutica 

para outro tumor ou condição (JOHNSON et al. 2015). 

Outras exposições ambientais como: cloreto de vinila, pesticidas, fumo, refino 

de petróleo e fabricação de borracha sintética têm sido vagamente associados ao 

desenvolvimento de Gliomas. Campos eletromagnéticos, formaldeído e radiação não 

ionizante de telefones celulares não provaram levar ao desenvolvimento de GBM 

(ALIFIERIS; TRAFALIS, 2015).  

Algumas doenças genéticas específicas, como neurofibromatose 1 e 2, 

esclerose tuberosa, síndrome de Li - Fraumeni, retinoblastoma e síndrome de Turcot, 

podem aumentar o risco de desenvolvimento de Glioma. No entanto, menos de 1% 

dos pacientes com Glioma têm uma doença hereditária conhecida (ELLOR et al. 

2014). 

Os principais marcadores genético-moleculares relacionados ao diagnóstico de 

Gliomas são a codeleção1p/19q, mutações no gene da Isocitrato desidrogenase (IDH) 

1 e 2 e metilação de MGMT (STUPP et al. 2010). As mutações no gene da IDH 1 e 2 

são considerados marcadores de Gliomas de baixo grau (COLMAN et al. 1995). Já a 

metilação do MGMT apresenta valor prognóstico e preditivo de resposta à QT 

(BRASIL, 2019). 

A metilação da região promotora do gene MGMT resulta no silenciamento 

epigenético da metiltransferase. A metiltransferase é responsável pela reparação 
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genética, o que aparenta ser um fator de prognóstico prevalente nos Gliomas de 

estágio II-IV. Ela conduz à acumulação de mutações e instabilidade cromossômica 

apesar de se verificar uma frequência menor à medida que a malignidade dos tumores 

aumenta (HOFER; LASSMAN, 2010). 

O diagnóstico destes tumores pode incluir uma Tomografia Computadorizada 

(TC) ou Ressonância Magnética Intracoronária (RMI) (Figura 5). Na RMI, quase todos 

os GBMs aumentam com contraste de gadolínio e mostram uma massa de forma 

irregular com um anel denso de realce e centro hipointenso de necrose. A necrose é 

uma característica marcante do GBM, e a presença de necrose é necessária para que 

um tumor cerebral seja de grau IV (AANN, 2014). Edema vasogênico circundante (que 

pode causar efeito de massa), hemorragia e distorção ou deslocamento ventricular 

também podem estar presentes nas imagens de diagnóstico (ELLOR et al. 2014; 

JOHNSON et al. 2015). 

Figura 5- Imagem de uma TC ou RMI em um paciente com GBM frontoparietal esquerdo. A) 

Massa aumentada e multilobulada no lobo temporal esquerdo. (B) Imagem de recuperação 

de inversão atenuada por fluido, revelando o sinal luminoso de edema vasogênico no lobo 

temporal, estendendo-se para o lobo parietal esquerdo (CHANDANA et al. 2008). 

 

Os sintomas mais comuns apresentados pelos pacientes com GBM são 

cefaléia, déficit neurológico e aumento da pressão intracraniana. Uma convulsão é o 

sintoma de apresentação em até 25 % dos pacientes e pode ocorrer em um estágio 

posterior da doença em até 50 % dos pacientes (PERRY et al. 2006; SCHIFF et al. 

2014). 

 

2.2.1 Tratamentos disponíveis 
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A terapia padrão para o GBM recém-diagnosticado inclui a ressecção cirúrgica 

segura máxima, seguida pela radiação. A radiação concomitante é feita com Tmz, um 

agente quimioterápico alquilante oral, adjuvante da QT que aumenta a sobrevida de 

pacientes diagnosticados (YAMANAKA; SAYA, 2009). 

Mesmo com os avanços na ressecção cirúrgica, o prognóstico para pacientes 

com GBM permanece ruim, com uma sobrevida média de 15 meses (THAKKAR et al. 

2014; WALID, 2008). Apesar da ressecção inicial máxima e terapia multimodal, cerca 

de 70 % dos pacientes com GBM terão progressão da doença dentro de um ano do 

diagnóstico (STUPP et al. 2005). Menos de 5 % dos pacientes sobrevivem cinco anos 

após o diagnóstico (Tabela 1) (OSTROM et al. 2014). 

Devido à grande invasividade, a ressecção cirúrgica extensa e completa dos 

GBM torna-se difícil, uma vez que esses tumores estão frequentemente em áreas 

eloquentes do cérebro. Essas áreas incluem regiões que controlam a fala, a função 

motora e os sentidos. Devido a esses fatores, a ressecção radical da massa tumoral 

primária não é curativa. Assim muitas células tumorais infiltrantes invariavelmente 

permanecem dentro do cérebro circundante, levando à progressão ou recorrência da 

doença mais tardia (WILSON et al. 2014). 

Ainda assim, a ressecção cirúrgica proporciona benefício em relação ao efeito 

de massa e redução do volume tumoral (KELES et al. 2004). 

O tratamento com radiação leva em consideração a capacidade de absorção 

dos tecidos. Embora muitos pacientes de modo geral suportariam uma dose maior de 

radiação, os tecidos cerebrais saudáveis podem necrosar, devido à baixa tolerância 

(DAVIS; STOIBER, 2011). 

Em GBMs recorrentes o uso de QT e corticosteróides podem ser usados como 

alternativa para melhorar a qualidade de vida e controlar os sintomas e déficits 

neurológicos associados ao edema peritumoral. Contudo, o tempo e dose de uso deve 

ser o menor possível, devido aos efeitos colaterais do uso prolongado (FRANCESCHI 

et al. 2009; MARQUES; SANTOS, 2018). Muitos pacientes recebem corticosteróides 

em diagnóstico para ajudar a controlar o edema vasogênico e aliviar os sinais e 

sintomas que o acompanham (DAVIS, 2016). 

A maioria dos Gliomas de alto grau responde melhor ao tratamento com terapia 

combinada baseada em RT e QT. A dose de RT pós-cirúrgica é de 60 Gy em 30 

frações, concomitante à Tmz via oral, na dose 75 mg/m2 de tumor por dia, durante 
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toda a RT, seguida de Tmz 150 a 200 mg/m2 de tumor por cinco dias, a cada 28 dias, 

por seis meses (STUPP et al. 2005; VALDUVIECO et al. 2012). 

Pacientes portadores de GBMs recorrentes após seis ciclos de Tmz ou com 

tempo livre do fármaco podem ser submetidos à reexposição com Tmz no esquema 

convencional de Stupp (STUPP et al. 2005). 

Medidas como cirurgia, RT e QT, ainda não são suficientemente eficazes para 

frear a progressão da doença. A sobrevida máxima é alcançada nos doentes que são 

submetidos a uma ressecção total, seguida de RT e Tmz, sendo que esta sobrevida 

ainda continua a ser de apenas 20 meses (WOLBERS, 2014). 

Pacientes que possuem a enzima MGMT, responsável pelo reparo do DNA por 

remover o grupo metil da posição O-6 dos resíduos de guanina que são adicionados 

pela Tmz (SPIEGL-KREINECKER et al. 2010), possuem tumores mais resistentes a 

este tratamento.  

A Tmz tem seu benefício aumentado em pacientes com a metilação da região 

promotora do gene da MGMT. Entre os pacientes com GBM e a metilação de MGMT 

que foram tratados com Tmz, a sobrevida média é de 21.7 meses e a sobrevida aos 

2 anos é de 46 %. No caso dos pacientes sem a metilação de MGMT a sobrevida 

média foi de 12.7 meses e a sobrevida aos 2 anos foi de 13.8 % (HEGI et al. 2005). 

 

2.3 AÇÃO DO HERBICIDA GLIFOSATO 

 

Controlar as plantas indesejadas na agricultura é uma prática muito antiga, 

desde as civilizações gregas. Óleo de oliva, cicuta, sal, cloreto de mercúrio, nicotina, 

sulfato de cobre, ácido sulfúrico, arsenito de sódio, bissulfureto de carbono, óleo bruto 

de petróleo, tricloreto de arsênio são alguns exemplos utilizados até meados de 1940 

(ZIMDAHL, 2010). 

O uso de agrotóxicos no Brasil primeiramente esteve relacionado a saúde 

pública. Eram utilizados no combate de vetores e parasitas. Foi então a partir dos anos 

de 1960, após estímulos e incentivos de Crédito Rural e Pacotes Tecnológicos por 

parte do Governo para como os setores agrícolas, que seu uso teve início na 

agricultura. Este foi o marco em que as práticas alternativas de controle de pragas 

acabaram praticamente se extinguindo (JOBIM et al. 2010). 
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O herbicida GLY é um dos mais utilizados no mundo, representando 60 % do 

mercado mundial de herbicidas não seletivos, contabilizando um total de US$ 1,2 

bilhão/ano com vendas do produto (AMARANTE JUNIOR et al. 2002). 

Entre os anos de 2001 e 2008 o Brasil foi o maior consumidor mundial de 

agrotóxicos, e, em 2009, o consumo ultrapassou um milhão de toneladas, 

representando na época 5,2 kg de agrotóxico por habitante (LONDRES, 2011). 

Os agrotóxicos são formados por diversos componentes químicos com 

interesse voltado à proteção da cultura e combate de organismos nocivos à produção 

(MILDEMBERG et al. 2017). Esses diversos componentes químicos que integram as 

moléculas de agrotóxicos são avaliados e aprovados pela legislação brasileira, 

através da Lei N° 7.802/89. Esta lei contempla parâmetros para proibição de um 

agrotóxico que apresente características de carcinogenicidade, mutagenicidade e 

teratogenicidade, que provoque distúrbios hormonais ou danos no aparelho reprodutor 

ou ainda apresente características que causem danos ao meio ambiente (GRISOLIA, 

2005). 

O processo de registro dos agrotóxicos pelo Ministério da Agricultura completa-

se após as avaliações de eficácia agronômica por este Ministério, de toxicidade à 

saúde humana pelo Ministério da Saúde e de periculosidade ao Meio Ambiente pelo 

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) 

(GRISOLIA, 2005). 

Os agroquímicos são divididos em classes de acordo com composição e 

controle como: herbicidas, inseticidas, rodenticidas, fungicidas, fumigantes, 

nematicidas, acaricidas e desfolhantes. Além disso, são classificados em quatro 

classes de acordo a periculosidade avaliada tanto para o ser humano quanto para o 

meio ambiente (RIBAS; MATSUMURA, 2009). 

Essas classes estão baseadas nos testes de Dose Letal (DL50) para matar 50 

% da população, sendo: Classe I: composto químico altamente perigoso ao meio 

ambiente; Classe II: composto químico muito perigoso ao meio ambiente; Classe III: 

composto químico perigoso ao meio ambiente; Classe IV: composto químico pouco 

perigoso ao meio ambiente (RIBAS; MATSUMURA, 2009).  O GLY pertence à classe 

IV (ANVISA, 2003). 

O GLY é um organofosfato, sintetizado no ano de 1950, com capacidade 

herbicida reconhecida 20 anos após (WILLIAMS et al. 2000). 
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No ano de 1971 a Monsanto entrou com o pedido de patenteamento da 

substância denominada como N-phosphonomthyl-glycine cujas propriedades eram 

fitotóxicas, ou seja, um herbicida, sendo a mesma concedida no ano de 1974, sob o 

número US 3.799.758 (FRANZ, 1974). 

A dose de ingestão diária aceitável do GLY é de 0,042 mg por massa corpórea. 

Em ratos o valor da DL 50 oral é de 5600 mg/kg-¹ para a empresa Monsanto e de 4230 

mg/kg-¹ para a OMS (AMARANTE JUNIOR et al. 2002). 

O GLY é formado apenas por uma molécula de glicina e uma de fosfonometila, 

denominado N-(fosfonometil) glicina, fórmula molecular C3H8NO5P (Figura 6), m.m. = 

169,1 g/mol. Na sua forma pura, o GLY é um pó, branco, inodoro, com densidade 

específica de 1, 704 g/cm³ a 20 ºC, solubilidade em água de 11,6 g/L, a 25 ºC e pH 

2,5 em solução a 1% (WHO, 1994), e quase insolúveis em solventes orgânicos 

comuns, tais como acetona e etanol, entre outros (TOMLIN et al.1994). 

Figura 6 – Estrutura química da molécula de GLY (WILLIAMS et al. 2000). 

 

O GLY é um herbicida de ação pós-emergente, classificado como não seletivo 

e de ação sistêmica, que atua tanto em espécies de folhas largas e estreitas, 

controlando mais de 100 espécies de plantas daninhas em culturas anuais e mais de 

60 espécies perenes de plantas daninhas (DILL et al. 2010; GALLI et al. 2005). 

Quando aplicado em doses menores, o herbicida GLY pode atuar como um 

regulador de crescimento de plantas e dessecante (FAO; WHO, 2016). 

Quando ocorre aplicação de GLY, parte deste composto químico é diretamente 

absorvido na região clorofilada das plantas (folhas e tecidos verdes). Outra parte é 

transportada pelo floema e para os tecidos meristemáticos. Outra parte ainda do 

herbicida se deposita no solo. Esta por sua vez é rapidamente degradada em outros 

compostos químicos. Já o composto absorvido pelas plantas será liberado ao solo 

também de forma degradada em outros metabólitos, como é o caso do AMPA. Porém 

esta liberação ocorre de forma gradual, de acordo com a decomposição realizada 

pelos vegetais, o que varia de um a outro (GALLI et al. 2005). 



31 
 

No combate de ervas daninhas a aplicação de GLY no sistema radicular das 

plantas é insignificante. Este somente tem efeito em contato direto com a folhagem 

(WILLIAMS et al. 2000). 

No solo a degradação do GLY ocorre de forma rápida pelos microorganismos 

que o utilizam como fonte de energia e fósforo. Nesse processo produz-se o AMPA 

como o principal metabólito, e a sarcosina como metabólito intermediário na rota 

alternativa (Figura 7) (DICK; QUINN, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Metabólitos, Ácido Aminometil Fosfônico (AMPA) e Sarcosina a partir da 

degradação por bactérias do solo (DICK; QUINN, 1995). 

 

A adsorção do GLY com o solo ocorre a partir da troca de ligantes com os 

óxidos de ferro e alumínio e as pontes de hidrogênio formadas entre o GLY e as 

substâncias húmicas presentes no solo (FENG; THOMPSON, 1990). 

Na água o GLY não se degrada rapidamente, mas se dissipa pela união aos 

sedimentos ou se decompõem em AMPA na presença da microbiota, pela degradação 

microbiológica (MORAES; ROSSI, 2010).   

O princípio ativo GLY tem se destacado no comércio de herbicidas, pois, é o 

único capaz de inibir a enzima Enol-Piruvil Shiquimato Fosfato Sintase (EPSP). Ele 

suspende a síntese de três aminoácidos essenciais para a planta – triptofano, 

fenilalanina e tirosina (Figura 8). Desta forma as plantas tratadas com GLY acabam 

morrendo lentamente, em poucos dias ou semanas. Devido ao transporte por todo o 

sistema, nenhuma parte da planta sobrevive (COUTINHO; MAZO, 2005; WILLIAMS 

et al. 2000).  
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Estudos muito antigos enfatizam ser o GLY de uso seguro para animais e 

humanos, devido à influência direta da ação do GLY ocorrer na via do ácido 

Chiquímico. Essa via é exclusiva de plantas, e alguns microorganismos (MYERS et 

al. 2016). 

Figura 8- Caminho do Ácido Chiquímico e efeito do GLY, adaptada de Aziz, (2020). 

 

Em humanos ainda, alguns estudos apontam que o uso de GLY pode estar 

associado a alterações celulares. Estas alterações estariam relacionadas a células já 

mutadas, como as cancerígenas. Esses compostos químicos são atrelados a inibição 

do crescimento celular das mesmas. Já o uso do AMPA além de inibir o crescimento 

celular é capaz de induzir alterações nos níveis de expressão de genes envolvidos no 

ciclo celular e apoptose (LI et al. 2013). 

O Round-up® é um herbicida amplamente utilizado e comercializado pela 

Monsanto. Seu princípio ativo é o GLY, um herbicida de amplo espectro com o 

interesse no combate de plantas daninhas (HAO et al. 2019). 

GLY 
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Este produto é uma das principais formulações comerciais. O sal mais comum 

de sua composição é a isopropilamina, mas vários outros sais podem ser utilizados 

como trimetilsulfônio, potássio, amônia, monoetanolamina e dimetilamina (DILL et al. 

2010). 

No Brasil, a linha Round-up® de herbicidas à base de GLY da Monsanto 

encontra-se devidamente registrada no Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento – MAPA para fins agrícolas; E no IBAMA para fins não agrícolas. Os 

registros são concedidos com base nas avaliações agronômicas, toxicológicas e 

ambientais realizadas pelo MAPA, Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA 

e IBAMA, respectivamente, em conformidade com a Lei no 7.802, de 11 de julho de 

1989, regulamentada pelo Decreto no 98.816, de 11 de janeiro de 1990, este 

substituído pelo Decreto no 4.074, de 4 de janeiro de 2002 e Portarias e Instruções 

Normativas pertinentes (GALLI et al. 2005). 

Segundo as organizações ligadas às indústrias de biotecnologia, estima-se que 

mais de 75 % das lavouras transgênicas cultivadas no Brasil são de soja da Monsanto 

tolerante ao Round-up®, a base de GLY (LONDRES, 2011). 

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) a 

cultura de soja foi a que mais cresceu no Brasil nos últimos 30 anos. Nos anos de 

1970 a 2003, o crescimento da produção foi de 333 %, de 45 para quase 190 milhões 

de toneladas. No ano de 2004 se tornou o segundo maior produtor mundial de soja 

com 50 milhões de toneladas de grãos (EMBRAPA, 2004). 

Com o desenvolvimento da Soja transgênica (Soja Round-up® Ready) 

resistente ao GLY é possível aplicar somente este ingrediente ativo, em pós 

emergência, sendo que antes necessitava de misturas formuladas para o combate de 

ervas daninhas antes da semeadura. Esta tecnologia soma ao número de ferramentas 

no controle de pragas. Deve-se ainda observar as espécies resistentes a esse 

herbicida, complementando o cultivo com o manejo adequado das mesmas e a 

rotação de cultura de soja (EMBRAPA, 2013).  
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3 RESULTADOS 
 

Os resultados deste estudo estão apresentados sob a forma de um artigo 

científico. O referido artigo é apresentado na Seção 3.1, e identificado como Estudo I. 

O Estudo I (Seção 3.1) tem como título “Avaliação do efeito do tratamento 

com Glifosato e Round-up® em linhagens de Glioma”, trata sobre o estudo 

realizado com Gliomas humanos (linhagem A-172) e de rato (linhagem C6), o qual 

será submetido ao periódico Brazilian Journal of Health Review (anexo 1). 

  

3.1 ESTUDO I 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM GLIFOSATO E 

ROUND-UP® EM LINHAGENS DE GLIOMA 

 

EVALUATION OF THE EFFECT OF THE TREATMENT WITH 

GLYPHOSATE AND ROUND-UP® ON GLIOMA LINES 

 
RESUMO: O Glifosato (GLY) foi sintetizado no ano de 1950, inicialmente com propriedades 

fitotóxicas e com capacidade herbicida reconhecida somente em 1970. O GLY é um 

organofosfato, formado por apenas uma molécula de glicina e uma de fosfonometila, 

denominado N-(fosfonometil) glicina, usado em todo o mundo, para diminuir perdas de 

produtividade agrícola. Pode ainda ser misturado a surfactantes, substâncias que facilitam a sua 

absorção, potencializando ainda mais seus efeitos. Round-up® é o herbicida a base de GLY 

mais conhecido no mercado. Muitos estudos demonstram a citotoxicidade de GLY e Round-

up® em células de câncer. Glioblastomas (GBMs), são tumores primários comuns no Sistema 

Nervoso Central (SNC), que correspondem a 16 % de todos os tumores cerebrais primários e 

neoplasias do SNC. GBMs são mais frequentes na população adulta, geralmente a partir dos 60 

anos de idade, apresentando os piores diagnósticos, resultando em uma sobrevida muito baixa. 

Atualmente os principais tratamentos aplicados contra os tumores são desenvolvidos a base de 

Temozolamida (Tmz), ressecção cirúrgica, radioterapia e quimioterapia. Nesse estudo, com o 

objetivo de avaliar a citotoxicidade de GLY e Round-up®, partimos da utilização de linhagens 

de GBMs humano e de rato. Realizou-se diferentes testes com variação de tempo (24, 48 e 72 

horas) e concentrações de GLY e Round-up® (0,0025 %, 0,005 % e 0,01 %). Demonstramos 

pela primeira vez que o Round-up® e o GLY apresentaram efeitos citotóxicos em linhagens de 

GBMs, diminuindo a viabilidade celular, o número de células, a formação de colônias e a 

duplicação populacional. Os resultados também apontaram que estes efeitos foram mais 

pronunciados ao realizar o tratamento com Round-up® do que com o GLY.  

 

Palavras-chave: Glioblastoma, Herbicida, Citotoxicidade 
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ABSTRACT: Glyphosate (GLY) was synthesized in 1950, bulletins with phytotoxic properties 

and herbicidal capacity recognized only in 1970. GLY is an organophosphate, formed by only 

one molecule of glycine and one of phosphonomethyl, called N- (phosphonomethyl) glycine , 

used around the world, to reduce losses in agricultural productivity. It can also be mixed with 

surfactants, substances that facilitate its absorption, further enhancing its effects. Round-up® 

is the best known GLY-based herbicide on the market. Many studies demonstrate the 

cytotoxicity of GLY and Round-up® on cancer cells. Glioblastomas (GBMs), are common 

primary tumors in the Central Nervous System (CNS), which account for 16% of all primary 

brain tumors and CNS neoplasms. GBMs are more frequent in the adult population, usually 

after 60 years of age, with the worst diagnoses altered, resulting in a very low survival rate. 

Currently, the main requirements against tumors are developed based on Temozolamide (Tmz), 

surgical resection, radiotherapy and chemotherapy. In this study, with the aim of evaluating the 

cytotoxicity of GLY and Round-up®, we started from the use of human and rat GBM strains. 

Different tests were performed with variation of time (24, 48 and 72 hours) and GLY and 

Round-up® procedures (0.0025%, 0.005% and 0.01%). We demonstrate for the first time that 

Round-up® and GLY have cytotoxic effects on GBM strains, decreasing cell viability, cell 

number, colony formation and population doubling. The results also showed that these effects 

were more pronounced when performing treatment with Round-up® than with GLY. 
 

 

KEY WORDS: Glioblastoma, Herbicide, Cytotoxicity 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Gliomas são tumores que se originam nas células da glia, (NDUBAKU; DE BELLARD, 

2008), sendo o Glioblastoma (GBM) o mais agressivo e caracterizado pela extensa 

vascularização e mau prognóstico (QUAIL; JOYCE, 2017; WAN et al., 2020). 

O GBM corresponde a 16% de todos os tumores cerebrais primários e neoplasias do 

Sistema Nervoso Central (SNC) (THAKKAR et al., 2014). Sua incidência atinge mais a 

população adulta, a partir dos 65 anos, ocorrendo 7 casos de GBMs a cada 100 mil pessoas, 

(JALALI; MUNSHI, 2009; LOUIS et al., 2007). 

Aproximadamente 5 % dos pacientes têm uma história familiar de Gliomas 

(FARRELL; PLOTKIN, 2007). O evento mutacional é um processo lento que inicia em uma 

única célula, em genes determinantes. Posteriormente se desenvolvem em múltiplos estágios 

através da acumulação de alterações genéticas que vão transformando uma célula normal em 

célula cancerígena (HANAHAN; WEINBERG, 2000). 

A terapia padrão para o GBM recém-diagnosticado inclui a ressecção cirúrgica segura 

máxima, seguida pela radiação. A radiação concomitante é feita com Temozolamida (Tmz), um 

agente quimioterápico alquilante oral, adjuvante da quimioterapia (QT) que aumenta a 

sobrevida de pacientes diagnosticados (YAMANAKA; SAYA, 2009). 
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Estes tratamentos, incluindo cirurgia, radioterapia (RT) e (QT), não são considerados 

suficientemente eficazes na progressão da doença (WOLBERS, 2014). Devido à grande 

invasividade, a ressecção cirúrgica extensa e completa dos GBMs se torna difícil, visto que na 

maioria das vezes esses tumores estão alojados em áreas eloquentes do cérebro. Essas áreas 

incluem regiões que controlam a fala, a função motora e os sentidos. Devido a esses fatores, a 

ressecção radical da massa tumoral primária não é curativa. Assim muitas células tumorais 

infiltrantes invariavelmente permanecem dentro do cérebro circundante, levando à progressão 

ou recorrência da doença mais tardia (WILSON et al., 2014). 

Apesar da ressecção inicial máxima e terapia multimodal, cerca de 70 % dos pacientes 

com GBM terão progressão da doença dentro de um ano do diagnóstico (STUPP et al., 2005). 

Menos de 5 % dos pacientes sobrevivem cinco anos após o diagnóstico (OSTROM et al., 2014). 

Embora essa neoplasia resista a diversos tratamentos caracterizando uma taxa de 

mortalidade elevada, ainda assim a ressecção cirúrgica proporciona benefícios em relação ao 

efeito de massa reduzindo o volume tumoral, promovendo bem-estar aos pacientes, mesmo que 

temporário (KELES et al., 2004). 

Diversos motivos instigam a busca por novas estratégias terapêuticas, entre elas estão 

os estudos envolvendo Glifosato (GLY) e Round-up® que afetam a sobrevivência das células 

devido a desregulação do ciclo celular, alterações causadas no metabolismo que modificam o 

consumo de oxigênio mitocondrial, aumentam os níveis de Reactive Oxygen Species (ROS), 

induzem hipóxia, impedem o reparo de DNA, causam mutações e levam a morte celular (STUR, 

2019). 

O GLY é formado apenas por uma molécula de glicina e uma de fosfonometila, 

denominado N-(fosfonometil) glicina. Quando no ambiente, a degradação do GLY ocorre pelos 

micróbios no solo em dióxido de carbono (CO2) e ácido aminometilfosfônico (AMPA) pela 

GLY oxidoredutase (GOX) via metabolismo oxidativo (RIBEIRO et al., 2015). O AMPA é o 

principal metabólito, produzido na degradação do GLY sendo a sarcosina um metabólito 

intermediário na rota alternativa (DICK; QUINN, 1995). 

Em mamíferos, o GLY não é metabolizado de forma eficiente, sendo praticamente 

eliminado de forma inalterada através da urina (MYERS et al., 2016), embora pequenas porções 

de AMPA tem sido quantificadas em amostras de sangue após envenenamento com GLY 

(MOTOJYUKU et al., 2008). 

Este trabalho estudou o efeito citotóxico do Round-up® e do GLY em linhagens de 

gliomas. Pretendeu-se verificar a influência desses químicos no comportamento celular de 
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linhagens de Gliomas Humano e de rato, com o objetivo de encontrar efeito antitumoral em 

tratamentos realizados, além de estimar taxas de duplicação da população e indução de 

senescência celular. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Manutenção e cultura celular: Neste estudo foram utilizadas as linhagens de GBM de 

ratos C6 e de GBM humano A-172, gentilmente doadas pelo Dr. Guido Lenz, professor do 

departamento de Biofísica da UFRGS, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC). 

Estas linhagens foram mantidas a 37 °C/5 % de CO2 em atmosfera umidificada, em meio Eagle 

Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB) 

(A172) ou 5 % SFB (C6), NaHCO3 3,7 g/L, agente tamponante de ácido sulfônico (HEPES) 2 

g/L, Penicilina/Estreptomicina 1 % e Anfotericina 0,1 %. Quando as células atingiram a 

confluência, ¾ delas foram trispinizadas e centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet ressuspendido em meio contendo dimetilsulfóxido (DMSO) 5 % e soro fetal bovino. Após 

este procedimento, as células foram imediatamente congeladas em freezer a -80 ºC. Após 24 h, 

estas células foram estocadas em nitrogênio líquido. O ¼ restante foi recultivado para dar 

seguimento aos experimentos. 

Tratamento agudo: Foi realizado o tratamento agudo das linhagens A-172 e C6 com 

Round-up®, obtido do mercado e GLY obtido da Sigma Chemical e solubilizadas em água Mili-

Q. As linhagens foram tratadas com estes compostos por 24, 48 e 72 horas, nas seguintes doses: 

0,0025 %, 0,005 % e 0,01 %. Após transcorrido o tempo previsto para o tratamento, foram 

realizados os ensaios de viabilidade celular e contagem celular. 

Viabilidade Celular: As linhagens foram plaqueadas em placas de 96 poços na densidade 

de 10000 células/poço para a linhagem A-172 e 5000 células/poço para a linhagem C6. Após 

os tempos e os tratamentos indicados no item tratamento agudo, foi realizada a medida da 

viabilidade celular através do ensaio do MTT [3-(4,5-diamethyl 2-thiazolyl) 2,5 diphenyl-2H-

tetrazolium] (MOSMANN, 1983).  Após o tratamento, as células foram incubadas com MTT 

(Sigma) (5 mg/mL em DMEM) por 4 h em 37 °C/5 % de CO2. A enzima desidrogenase das 

células metabolicamente ativas converte o substrato MTT em formazam, que produz um 

precipitado azul escuro. Após a remoção do meio, foi adicionado DMSO nos poços para extrair 

a coloração das células. A densidade ótica desta solução foi lida em um leitor de placas nos 

comprimentos de onda de 540 nm. Os dados foram referenciados como porcentagem do 
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controle.  

Contagem celular: As linhagens foram plaqueadas em placas de 24 poços na densidade 

de 50000 células/poço para a linhagem A-172 e 25000 células poço para a linhagem C6. Após 

os tempos e tratamentos indicados no item tratamento agudo, foi realizada a contagem do 

número de células em câmara de Neubauer. Os dados foram referenciados como porcentagem 

do controle. 

Acompanhamento do crescimento celular: A linhagem A-172 foi cultivada em baixa 

densidade em garrafas de cultivo e seu crescimento foi acompanhado pelo sistema Cytosmart®, 

que consiste num microscópio invertido acondicionado na incubadora e programado para 

fotografar as células a cada 15 min. O crescimento das células foi acompanhado  por 5 dias, e 

quando as células cobriram 70 % da garrafa, foi realizado o tratamento com Round-up® 0,01 

% por 24 h. Após a retirada do tratamento, seguiu-se a observação das células até 90 % de 

cobertura. 

Tratamento crônico: O tratamento crônico foi aplicado na linhagem A-172, que foi 

plaqueada em uma densidade de 15000 células/poço em placa de 12 poços e tratadas nas 

seguintes doses: Round-up® e GLY 0,0025 %, 0,005 % e 0,01 % durante 5 dias. Após este 

período, as células foram tripsinizadas, contadas e replaqueadas em uma densidade de 10000 

células por poço. Essas células foram mantidas em meio de cultivo sem tratamento por mais 23 

dias e contadas e replaqueadas sempre que atingiam 80 % de confluência. Para estimar a taxa 

de duplicação da população (PD-population doubling) foi utilizada a seguinte fórmula: 

PD=logN(t) log(N(to))

log2
, onde N(t) é o número de células por poço na hora da passagem, N(to) é o 

número das células plaqueadas na passagem inicial (ZAMIN et al., 2009). A soma do PD foi 

plotada em um gráfico contra o tempo, num total de 28 dias. 

Ensaio clonogênico: A linhagem A-172, após 5 dias de tratamento (Round-up® 

0,0025 %, 0,005 % e 0,01 %), foi replaqueada em placa de 6 poços, numa densidade de 300 

células/poço para formação de colônias. O crescimento das colônias foi observado durante 15 

dias, sem tratamentos. Após esse período as células foram fixadas com metanol e em seguida 

coradas com cristal violeta (0,1 %) (FRANKEN et al., 2006). As colônias foram contadas e o 

número de colônias do controle foi considerado 100 %. 

Senescência Celular: A linhagem A-172 foi plaqueada em placa de 6 poços, numa 

densidade de 20000 células/poço e tratadas nas seguintes doses: Round-up® e GLY 0,0025 %, 

0,005 % e 0,01 % durante 5 dias. Após este período as células foram lavadas com Tampão 

Fosfato Salino (PBS) e reincubadas por mais 7 dias. Após, as células foram lavadas em PBS, 
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fixadas em formaldeído 3 % por 15 minutos em temperatura ambiente, lavadas e incubadas com 

o marcador para a atividade da X-Gal (Sigma), contendo 1 mg/mL 5-bromo-4chloro-3-indolyl 

β-D-galactoside, 40 mM ácido cítrico/fosfato de sódio, pH 6,0, 5 mM de ferrocianeto de 

potássio, 5 mM ferricianeto de potássio, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl por 12-16 h em 37 °C 

(ZAMIN et al., 2009). Após este período, as células foram fotografadas em microscópio ótico. 

Os resultados foram apresentados pela razão das células X-Gal positivas/total de células. 

Análise estatística: Foram realizados pelo menos 3 experimentos independentes, em 

triplicata, para cada protocolo. Após a obtenção dos dados, estes foram analisados em um 

programa de Estatística (Bioestat) e submetidos aos testes de Análise de Variância (ANOVA) 

seguido pelo teste de Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes 

quando apresentaram um p > 0,05. Os gráficos foram apresentados a seguir  com a média e o 

Erro Padrão (EP). 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS C6 E A-172 

TRATADAS COM ROUND-UP® E GLY  

 

Para verificar se o Round-up® e o GLY induziam citotoxicidade, foi avaliada a 

viabilidade celular nas linhagens C6 e A-172 tratadas com estes compostos (Figura 1). Os 

resultados obtidos demonstram uma diminuição da viabilidade celular em todos os tratamentos 

e em todos os tempos em relação ao grupo controle, com exceção da linhagem A-172 tratada 

com GLY, que apenas reduziu a viabilidade na dose de 0,01 %, porém de maneira não 

significativa. 

Destaca-se para a maior toxicidade dos tratamentos realizados com Round-up® em 

todos os tempos e em ambas as linhagens (Figura 1A e 1C) em relação ao tratamento com GLY 

(Figuras 1B e 1D).  Conforme a Figura 1C, em 72 h de tratamento com Round-up® 0,01 % a 

viabilidade celular foi reduzida significativamente para 14,96 % ao passo que o mesmo tempo 

e dose de GLY reduziu de forma não significativa a viabilidade para 79,83 % (Figura 1D). 
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Figura 1- Teste de Viabilidade celular com as linhagens C6 e A-172. As células foram tratadas com as doses 

indicadas: 0,0025 %, 0,005 % e 0,01 % de Round-up® e de GLY, por 24 h, 48 h e 72 h seguidas pelo método 

MTT. Em 1A está representado o gráfico com o resultado para a linhagem C6 tratada com Round-up®; Em 1B 

está representado o gráfico com o resultado para a linhagem C6 com o Tratamento de GLY; Em 1C está 

representado o gráfico com o resultado para a linhagem A-172 com o Tratamento de Round-up®; Em 1D está 

representado o gráfico com o resultado para a linhagem A-172 com o Tratamento de GLY. As barras representam 

média ± EP. A linha representa o grupo controle, considerado 100 %. * p < 0,05 e # p < 0,01, em relação ao 

controle.  

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

3.2 OBSERVAÇÃO DO NÚMERO DE CÉLULAS DAS LINHAGENS C6 E A-172 APÓS O 

TRATAMENTO COM ROUND-UP® E GLY  

 

Para analisar se os tratamentos realizados com Round-up® e o GLY diminuíam o 

número de células em linhagens de GBM humano e de rato, foi utilizado o método de contagem.  

Os resultados para os tratamentos com Round-up® na linhagem C6 apresentaram uma 

diminuição significativa no número de células para a concentração 0,01 % em relação ao 

controle nos tempos de 24, 48 e 72 h (Figura 2A). Na concentração de 0,005 % foi significativo 

somente para os tempos de 48 e 72 h. Para as demais concentrações e tempos os resultados não 
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foram significativos. Destaca-se que a concentração 0,01 % no tempo de 72 h teve maior efeito 

em relação aos demais (Figura 2A). 

Já os tratamentos realizados na linhagem C6 com GLY em relação ao grupo controle, 

tiveram diminuição significativa do número de células em todas as concentrações no tempo de 

24 h, em 48 h somente para a concentração de 0,0025 % e no tempo de 72 h, nas concentrações 

de 0,005 e 0,01 % (Figura 2B).  

Para a linhagem A-172 tratada com Round-up®, somente não houve redução 

significativa nos tratamentos realizados no tempo de 24 h e 48 h com a concentração de 0,0025 

% (Figura 2C). Enquanto os tratamentos realizados com GLY não tiveram nenhuma redução 

significativa no número de células (Figura 2D), resultado similar ao observado para o teste de 

MTT (Figura 1D). 

 

Figura 2- Avaliação do número de células das linhagens C6 e A-172 através do Método de Contagem. As células 

foram tratadas com Round-up® e GLY nas doses de 0,0025 %, 0,005 % e 0,01 % por 24 h, 48 h e 72 h. Em 2A 

está representado o gráfico com o resultado para a linhagem C6 tratada com Round-up®; Em 2B está representado 

o gráfico com o resultado para a linhagem C6 tratada com GLY; Em 2C está representado o gráfico com o resultado 

para a linhagem A-172 tratada com Round-up®; Em 2D está representado o gráfico com o resultado para a 

linhagem A-172 tratada com GLY. As barras representam média ± EP. A linha representa o grupo controle, 

considerado 100 %. * p < 0,05 e # p < 0,01, em relação ao controle. a p < 0,01 em relação aos demais tratamentos 

no tempo de 72 h. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 
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3.3 ACOMPANHAMENTO DO CRESCIMENTO DA LINHAGEM A-172 APÓS 

TRATAMENTO COM ROUND-UP® 

 

 A fim de acompanhar o crescimento da linhagem celular A-172 após o tratamento com 

Round-up® por um período de 24 h, utilizou-se a técnica de vídeo por meio do sistema 

Cytosmart®. 

 Na Figura 3A, estão representadas as imagens referentes aos 15 dias do experimento. 

   As primeiras imagens (Dia 1 e Dia 3), representam o crescimento inicial das células até 

a placa atingir cobertura de 70 %. No dia 6, observamos as células 24 h após o tratamento com 

Round-up® 0,01 %, onde podemos verificar uma alteração na morfologia celular. É possível 

ainda observar neste momento (Dia 6) uma queda na linha do gráfico (Figura 3B) referente à 

morte celular induzida pelo tratamento (representado pela seta  ). 

 Na sequência observa-se uma elevação na linha do gráfico, indicando o retorno do 

crescimento celular. Este crescimento pode ser observado nas imagens dos Dias 9, 12 e 15 

quando a placa atinge cobertura final de 90 % (Figura 3A). 

 Ainda na Figura 3A, a imagem do Dia 12 aparentemente representa um menor número 

de células se comparadas com a imagem do Dia 9. Isso ocorre devido a todas as imagens 

representarem a mesma localização da garrafa, desconsiderando as migrações das células, 

enquanto o gráfico considera o valor de cobertura total.    
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Figura 3- Crescimento celular observado da linhagem A-172 tratada por 24 h com Round-up® 0,01 %, por meio 

de vídeo (sistema Cytosmart®). Em (A) estão demonstradas as imagens correspondentes a cada três dias do 

experimento, num total de 15 dias. Em (B) o gráfico de linha demonstra a taxa de cobertura (%) da placa pelas 

células, antes e depois do tratamento do experimento.  A seta ( ) indica o momento do tratamento. 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

3.4 VERIFICAÇÃO DA TAXA DE CRESCIMENTO DA LINHAGEM A-172 APÓS O 

TRATAMENTO REALIZADO COM ROUND-UP® E GLY 

 

Para estimar a taxa de duplicação celular da população após o tratamento realizado com 

Round-up® e GLY em linhagens de GBM humano, foi utilizado o método de acompanhamento 

da duplicação populacional (PD – population doubling). Nessa técnica, as células da linhagem 

A-172 foram submetidas ao ciclo de tratamento similar ao utilizado na clínica, que corresponde 

a 5 dias de tratamento com 23 dias de intervalo para recuperação do paciente (STUPP et al., 

2010).  

A Figura 4A, representa os tratamentos com Round-up®, no qual as células apresentam 

diminuição significativa na taxa de duplicação e crescimento, nas concentrações de 0,005 % e 

0,01 % em relação ao Controle. Os tratamentos com GLY (Figura 4B) não tiveram resultado 

significativo quanto a taxa de crescimento. 
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Figura 4- Verificação do ciclo de tratamento com a linhagem A-172, tratada com Round-up® (4A) e GLY (4B), 

nas concentrações de 0,0025 %, 0,005 % e 0,01 %, por 5 dias e cultivadas por mais 23 dias - Método (PD – 

population doubling). As células foram contadas em câmara de Neubauer nos dias indicados. Os resultados 

representam a média ± EP. ANOVA seguida de Tukey. # p < 0,01. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

3.5 OBSERVAÇÃO DO NÚMERO DE COLÔNIAS DA LINHAGEM A-172 APÓS O 

TRATAMENTO COM ROUND-UP® 

 

Neste ensaio, as células da linhagem de GBM A-172 foram submetidas ao tratamento 

com Round-up® nas doses de 0,0025 %, 0,005 % e 0,01 %, para analisar a formação de 

colônias, como mostra a Figura 5.  

Na Figura 5B, verifica-se que somente os tratamentos realizados na concentração de 

0,01 %, diminuíram a formação de colônias significativamente em relação ao controle. Na 

concentração de 0,005 %, a diminuição também ocorreu, embora de maneira não 
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estatisticamente significativa. Essa diminuição no número de colônias está representada na 

Figura 5A, onde a concentração de 0,01 % se destaca sobre as demais. 

 

Figura 5- Observação da formação de colônias na linhagem A-172 após o tratamento com Round-up® nas doses 

de 0,0025 %, 0,005 % e 0,01 % por 5 dias. (A) Imagens representativas das colônias coradas com cristal violeta 

com seus receptivos tratamentos, fotografadas com câmera digital. (B) Gráfico de barras com os respectivos 

números de colônias após cada tratamento realizado (média ± EP). ANOVA seguida de Tukey. * p < 0,05. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 

 

3.6 INVESTIGAÇÃO DA INDUÇÃO DE SENESCÊNCIA POR GLY E ROUND-UP® NA 

LINHAGEM A-172  

 

Para avaliar os efeitos do Round-up® e GLY sobre a indução de senescência celular em 

linhagens de GBM humano, foi mensurada a produção da X-Gal ácida, um marcador 

bioquímico para acidificação de lisossomos (DIMRI et al., 1995) e indicativo de senescência.  

No gráfico de barras (Figura 6A) o ensaio de SA-X-Gal mostrou um leve aumento na 

senescência em relação ao Controle para as doses de 0,0025 e 0,005 % embora não significativo. 

Na parte superior da Figura 6A, estão alinhadas as imagens, onde verifica-se que no tratamento 

de 0,01 % sobraram poucas células para fotografar, sendo que as mesmas apresentam 

morfologia alterada, mostrando-se com aspecto estrelado e com o tamanho aumentado, 
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indicativo de indução de senescência celular (FILIPPI-CHIELA et al., 2013). Essas mesmas 

alterações podem ser observadas para o tratamento de 0,005 %. 

O gráfico da Figura 6B representa os tratamentos realizados com GLY, sendo que 

apenas a concentração de 0,0025 % apresenta uma leve diminuição na indução de senescência, 

em relação ao grupo controle, não sendo significativo junto com os demais tratamentos. Na 

parte superior da Figura 6B, as imagens representadas dos tratamentos apresentam semelhança 

com a imagem do grupo controle. 

 

Figura 6- Senescência celular observada em células de GBMs da linhagem A-172 tratadas por 5 dias com Round-

up® e GLY nas doses de 0,0025 %, 0,005 % e 0,01 %. (A) A parte superior demonstra imagens representativas 

observadas a luz visível (A: 100 X) marcadas para β-gal, tratadas com Round-up®, seguida do gráfico de barras 

com a média ± EP da proporção de células positivas para SA-X-Gal para o total de células. Em (B) demonstra-se 

as imagens representativas observadas a luz visível (A: 100 X) marcadas para X-Gal em células tratadas com GLY, 

seguida do gráfico de barras com a média ± EP da proporção de células positivas para SA-X-Gal para o total de 

células. ANOVA seguida de Tukey.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2021). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez que o Round-up® e o GLY 

apresentaram efeitos citotóxicos em linhagens de GBM, diminuindo a viabilidade celular, o 

número de células, a formação de colônias e a duplicação populacional. Os resultados também 

apontaram que estes efeitos foram mais pronunciados ao realizar o tratamento com Round-up® 

do que com o GLY.  

Agostini et al., (2019) sugerem que o GLY pode induzir o crescimento em células ERα+ 

(Receptor de Estrogênio alfa positivo) como é o caso de células tumorais de mama. Já o Round-

up® afeta a sobrevivência das células causando alterações metabólicas, falta de oxigênio 

mitocondrial, interferência nas reparações do DNA, hipóxia, mutações e morte celular.  Round-

up® é um herbicida a base de GLY, e quando misturado com surfactantes tem seu potencial de 

absorção e citotoxicidade ampliado (STUR et al., 2019). 

 Os adjuvantes utilizados na produção de Round-up®, facilitam a absorção de GLY em 

células através da membrana plasmática, aumentando a eficiência, a estabilidade e a 

bioacumulação, demonstrando que o Round-up® é mais eficiente que seu princípio ativo, 

sugerindo um efeito sinérgico (BENACHOUR et al., 2007; GASNIER et al., 2009; RICHARD 

et al., 2005). Estes adjuvantes não são descritos no rótulo dos produtos comerciais a base de 

glifosato e podem ser os responsáveis pelo maior efeito citotóxico observado.   

  No estudo realizado por Stur et al., (2019), o GLY induziu a proliferação celular de 

linhagens de câncer de mama ER +, enquanto que o Round-up® levou as células a morte devido 

ao efeito tóxico que causou. Neste trabalho as linhagens MCF-7 e MDA-MB-468 foram tratadas 

com AMPA e Round-up®. A linhagem MDA-MB-468 (ER-) exibiu alterações quando expostas 

a ambos os tratamentos, enquanto células MCF-7 (ER+) exibiram alterações só com Round-

up®. Várias vias relacionadas com a reparação de danos de DNA, excisão de bases e 

nucleotídeos, emparelhamentos incorretos, foram incluídos na análise, sendo que não foram 

alterados pelo tratamento com AMPA. Em comparação, o tratamento com Round-up® afetou 

todos eles, em especial a via de reparação de excisão de bases, em que os genes afetados foram 

todos regulados negativamente. O Round-up® causou ainda altos níveis de morte celular em 

ambas as linhagens celulares em todos os tempos analisados, se mostrando mais tóxico que o 

AMPA (STUR et al., 2019). 

 Também na linhagem MCF-7 de câncer de mama, Mesnage et al., (2017) demonstraram 

que GLY induziu a proliferação de células dependentes de estrogênio e Round-up® apresentou 

um efeito mais tóxico. 
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Os herbicidas a base de glifosato (Glyphosate based herbicide – GBH) têm sido 

identificados como mimetizantes do efeito estrogênico, o que pode aumentar o risco para câncer 

de mama devido ao desbalanço hormonal; além disso, alguns pesticidas têm causado tumor de 

mama em animais (ANDERSEN et al., 2002; MNIF et al., 2011; RUDEL et al., 2007). 

Estudos realizado por Li et al., (2013), com várias linhagens de células cancerosas, 

observou que o GLY e o AMPA inibiram o crescimento celular em oito das dez linhagens 

testadas em concentrações de até 50 mM. Estas linhagens, incluindo quatro de câncer de 

próstata (C4-2B, LNCaP, DU-145 e PC-3), duas de câncer de ovário (SKOV-3 e OVCAR-3), 

uma (HeLa) de câncer cervical e uma de câncer de pulmão (A549). Além disso, a exposição ao 

GLY em uma concentração de 50 mM reduziu a viabilidade celular em LNCaP (27 %), CA-2B 

(73 %), DU-145 (39 %), Células PC-3 (37 %), SKOV-3 (28 %), OVCAR-3 (59 %), HeLa (25 

%) e A549 (17 %). 

 Esses resultados mostraram que os tratamentos inibiram a proliferação das células, mas 

não as imortalizava, o que sugere que as células de câncer altamente proliferativas são mais 

sensíveis a estas drogas do que as de crescimento mais lento (LI et al., 2013). 

Em linhagem celular placentária humana derivada de coriocarcinoma (JEG3) os testes 

realizados com Round-up® observaram que os GBHs reduziam a viabilidade celular pelo 

menos duas vezes mais que o GLY sozinho e este efeito aumentou com o tempo (RICHARD 

et al., 2005). 

Benachour et al., (2007) avaliaram os efeitos de Round-up® e GLY em linhagem celular 

de placenta JEG3-coriocarcinoma humano e linhagem de rim embrionário humano HEK293, 

mostrando que o Round-up® é mais tóxico para células HEK293 do que o GLY. Além disso se 

fez mais eficiente em todos os casos, o que sugere um efeito adicional provocado pelos 

adjuvantes, que permitem a penetração na célula e a estabilização do produto. O efeito de 

Round-up® aumentou com o tempo, já o GLY se torna tóxico apenas após o tempo de 48 horas 

nas células mais sensíveis de HEK293. 

Na linhagem HepG2 humana foi relatado um aumento na mortalidade de maneira tempo 

dependente devido à exposição a GBH (Express ® 7,2 g / L; Bioforce ® 360 g / L; GT ® 400 

g / L; e GT + ® 450 g / L). Quando tratadas com GLY puro, o resultado não demostrou ação 

tóxica. Isso é possível devido à inexistência dos adjuvantes ou substâncias semelhantes a 

detergentes que permitem penetração e estabilidade, amplificando a ação do GLY (GASNIER 

et al., 2010).  

Em linhagens (HepG2, A549 e SH-SY5Y) de neuroblastoma humano a citotoxicidade 

causada por GBHs (Round-up®), foi significativa, reduzindo a viabilidade de HepG2 e A549 



49 
 

e apresentando uma toxicidade considerável nas células SH-SY5Y, de forma dose-dependente. 

No entanto, neste estudo, o ingrediente ativo sozinho (GLY) não teve toxicidade significativa 

nas células (HAO et al., 2019). 

Ainda na linhagem celular HepG2 Chaufan et al., (2014) observaram que a exposição a 

GLY e AMPA não afetou a viabilidade celular até 1000 mg/L, enquanto o tratamento com 

GBHs induziu uma rápida diminuição da viabilidade celular dependendo da concentração e do 

tempo de exposição. Essa formulação a base de GLY teve efeitos tóxicos desencadeando a 

ativação de caspase 3/7 induzindo a via de apoptose nesta linhagem celular. Estes resultados 

confirmam que as formulações de GLY têm adjuvantes que atuam em conjunto com 

ingredientes ativos e causando efeitos tóxicos que não são vistos somente com o GLY. 

 Células cancerosas apresentam uma elevada procura por glicina, aminoácido não 

essencial. As células que se proliferam rapidamente utilizam glicina do meio externo, já as de 

proliferação lenta são autosuficientes (DE ALMEIDA et al., 2018; LI et al., 2013). Reduzindo 

a produção de glicina, consequentemente tem-se um efeito tóxico sobre as células de 

proliferação rápida (STUR et al., 2019). AMPA é um análogo da glicina que pode diminuir a 

síntese de glicina intracelular através da inibição de serina hidroximetiltransferase (SHMT), a 

enzima responsável por catalisar a conversão de glicina para serina e vice-versa (ANDERSON; 

STOVER, 2009; BALUZ et al., 2002; LI et al., 2013).  

 Estes testes demonstraram que os análogos de glicina podem inibir a proliferação e 

promover apoptose em células cancerosas, em concentrações de até 50 mM sem atingir as 

células normais. Maiores concentrações de produtos químicos podem afetar as células normais 

e produzir efeitos colaterais (ANDERSON; STOVER, 2009; BALUZ et al., 2002; LI et al., 

2013).  

Em testes realizados com a linhagem de Glioma U87 tornada resistentes a herbicida e 

U87 normais foi utilizado o tratamento com os quimioterápicos cisplatina, 5-fluorouracil e Tmz, 

que induziram estresse oxidativo em células U87 normais, sendo menos citotóxicos para U87 

resistentes.  Desta forma, estas células foram se tornando resistentes a herbicidas pela aplicação 

repetida de uma mistura de baixa dose de clorpirifosetil, deltametrina, metirame e pesticidas de 

GLY e isto resultou na indução a resistência a agentes quimioterápicos. Foi observada a redução 

de apoptose nas células U87 resistentes em comparação com as células normais. A durabilidade 

desta resistência resulta em características de mutações ou alterações epigenéticas adquiridas 

(DOGANLAR et al., 2020). 

Devido aos efeitos citotóxicos causados pelo Round-up® e pelo GLY nas linhagens A-

172 e C6, avaliou-se se estes compostos seriam capazes de induzir senescência nestas células.  
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Embora não haja estudos que relatem o efeito do GLY e do Round-up® na atividade da 

x-Gal, estudos demonstram que estes compostos podem alterar vias que podem desencadear a 

senescência (BARBOSA et al., 2010; STUR et al., 2019). A senescência descreve células 

metabolicamente ativas, sem capacidade proliferativa, devido a um estresse celular.  A 

senescência pode ser induzida pelo encurtamento de telômeros, e por fatores extrínsecos que 

interferem na oncogênese, danos ao DNA e formação de radicais livres (SERRANO; BLASCO, 

2001).  

Neste trabalho, não foi encontrado efeito significativo na indução de senescência pelos 

tratamentos nos tempos e doses testados. No entanto, o tratamento com Round-up® aumentou 

a indução de senescência nas doses de 0,0025 e 0,005 %, embora de forma não estatisticamente 

significativa. Podemos também observar nas imagens da Figura 6A, as alterações morfológicas 

típicas deste processo, como aumento do tamanho celular (DIMRI et al., 1995). 

Já estas doses para o GLY levaram a uma menor incidência de senescência (não 

significativa). Este efeito aparentemente controverso, reforça o duplo papel da senescência na 

tumorigênese pois as mesmas células senescentes que evitam a proliferação de células passíveis 

de mutação, suprimindo o desenvolvimento de câncer, são as mesmas que podem ser 

responsáveis pela reparação de tecidos e a tumorigênese (CAMPISI, 2013; OHTANI et al., 

2012).  

Células em fase de senescência aumentam a expressão dos SAGs, que codificam 

citocinas, quimiocinas e fatores de remodelamento da matriz extracelular contribuindo para a 

tumorigênese (OHTANI et al., 2012). 

A alta expressão de SAGs está associada com piores prognósticos em pacientes com 

câncer, podendo expressar o dobro de sobrevida em pacientes com baixo escorre de senescência 

(COPPOLA et al., 2014).  

Segundo Stoczynska-Fidelus et al., (2014) Gliomas senescentes são positivos para o 

marcador de células tronco SOX2, indicando que essas células podem se renovar, sendo 

responsáveis na maioria das vezes pela reincidência tumoral.   

 

5 CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho realizou diversos testes e demonstrou pela primeira vez os efeitos 

citotóxicos de GLY e Round-up® em linhagens de GBM, tanto para a linhagem humana A-172 

como a de ratos C6. Foi possível verificar a diminuição da viabilidade celular, o número de 
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células, a formação de colônias e a duplicação populacional. Round-up® ainda apresentou um 

efeito mais pronunciado que os tratamentos realizados com GLY. 

Na luta contra o câncer, buscou-se por evidências que contribuam para a diminuição dos 

mesmos. Na linhagem C6 destacamos que o Round-up® apresentou na maioria dos tempos e 

concentrações uma diminuição significativa no número de células em relação ao controle e ao 

tratamento com GLY. Já na linhagem A-172 somente o Round-up® apresentou resultados 

significativos para a diminuição de células. O mesmo ocorreu em relação a viabilidade celular 

onde somente o tratamento realizado com GLY para a linhagem A-172 não teve resultados 

significativos. 

Ao acompanhar o crescimento da linhagem A-172 podemos evidenciar que o tratamento 

com Round-up® confere a morte celular bruscamente, mas possivelmente devido ao tempo de 

tratamento ser somente 24 h, tem-se o retorno do crescimento celular. No teste a longo prazo o 

tratamento de Round-up® também se destaca em relação ao GLY. 

No tratamento de senescência, Round-up® novamente apresenta mais evidências e 

características de células senescentes, embora a senescência pareça “uma faca de dois gumes”, 

ela representa uma via de defesa do organismo em relação à supressão de tumores. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

  

Pela primeira vez foi demonstrado os efeitos citotóxicos de GLY e Round-up® 

em linhagens de GBMs, por meio da realização de testes que possibilitaram retratar a 

diminuição da viabilidade celular, o número de células, a formação de colônias e a 

duplicação populacional, tendo o Round-up® uma manifestação mais promissora nos 

tratamentos. 

Quanto a alguns dos testes aplicados com Round-up®, detectou-se 

bruscamente a morte celular, seguida pela proliferação celular novamente. Esta 

proliferação celular pós-tratamento provavelmente tenha ocorrido devido ao curto 

período pelo qual as células foram tratadas. Sendo assim nosso estudo poderia ser 

amplificado, testando doses mais baixas e a longo prazo, além de realizar tratamentos 

com AMPA, possibilitando assim a comparação entre os diferentes compostos, 

testando ainda a influência dos mesmos na indução da produção de radicais livres. 
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