Daiane Cattani

ENVOLVIMENTO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO E DE
ESTRESSE OXIDATIVO NO MECANISMO DE
NEUROTOXICIDADE INDUZIDA POR HERBICIDA A BASE
DE GLIFOSATO EM CELULAS NEURAIS

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduagio em Farmacia da
Universidade  Federal de Santa
Catarina para a obtengdo do Grau de
Doutor em Farmacia

Orientador:  Prof®. Dr®.  Ariane
Zamoner Pacheco de Souza

Floriandpolis
2017



Ficha de identificacao da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Cattani, Daiane

Envolvimento do Sistema Glutamatérgico e de
Estresse Oxidativo no Mecanismo de Neurotoxicidade
Induzida por Herbicida a Base de Glifosato em
Células Neurais / Daiane Cattani ; orientadora,
Ariane Zamoner Pacheco de Souza, 2017.

219 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de
Pés-Graduagdo em Farmacia, Floriandpolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Farmacia. 2. Glifosato. 3. Estresse
oxidativo. 4. Sistema glutamatérgico. 5.
Toxicologia. I. Zamoner Pacheco de Souza, Ariane.
II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de P6s-Graduagdo em Farmacia. III. Titulo.




“Envolvimento do Sistema Glutamatérgico e de Estresse Oxidativo
no Mecanismo de Neurotoxicidade Induzida por Herbicida a Base
de Glifosato em Células Neurais”

POR

Daiane Cattani
Tese julgada e aprovada em sua
forma final pela Orientadora e
membros da Banca Examinadora,

composta pelos Professores
Doutores:

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Dirleise Colle (UFSC — Membro Titular)

Profa. Dra. Regina Pessoa Pureur (UFRGS - Membro
Titular)

Profa. Dra. Ténia Beatriz Creczynski Pasa (UFSC — Membro
Titular)

Profa. Dra. Ariane Zamoner Pacheco de Souza (UFSC -
Orientadora)

Profa. Dra. Tania Beatriz Creczynski Pasa
Coordenadora do Programa de Pos-Graduaciao em Farmacia da
UFSC

Florianopolis, 31 de julho de 2017.






Dedico esta tese aos meus queridos
pais, Anilso e Diles, ¢ a0 meu irmao,
Rudi, pela importancia que eles tem e
sempre terdo em minha vida.






AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a minha familia, pelo amor
imensuravel que tenho por eles e por tudo que representam em minha
vida. Meus amados pais, Anilso Cattani e Diles Cattani, obrigada por
todo amor, carinho e apoio incondicionais e por todas as oportunidades
a mim proporcionadas. Meu querido irmao, Dr. Rudivan L. Cattani,
obrigada por ser meu exemplo e por sempre me apoiar e incentivar em
todos os momentos da minha vida.

A minha orientadora, Profa. Dra. Ariane Zamoner Pacheco de
Souza, pela paciéncia na orientagdo e incentivo que tornaram possivel a
execucdo e conclusdo desta tese, e por todo suporte, confianga,
aprendizado, atencdo e tempo dedicado a mim.

“To my supervisor during my Sandwich PhD period at Uppsala
Univeristy, Dr Eva Brittebo, for all your great advises, your support and
commitment to our project. To Dr Birger Scholz and Dr Malin
Andersson for important contributions to my work. To all my friends
and colleagues of Drug Safety and Toxicology’s group at the
Department of Pharmaceutical Biosciences: Lena, Raili, Lisa, Emelie,
Linnea, Elena and Oskar, thank you for all the fun in the lab and outside
work. Tack sa mycket!”

Aos pesquisadores, Prof. Dr. Rui D. S. Prediger, Prof. Dr. Danilo
Wilhelm Filho, Profa. Dra Fatima R. Barreto Silva, Prof. Dr. Guilherme
Razzera Maciel e ao Dr. Eduardo Benedetti Parisotto, pela colaboracio
no desenvolvimento desta tese.

As colegas do Laboratério de Bioquimica Experimental e
Sinalizagdo Celular (LaBioSignal), Juliana T. Domingues, Natalia F.
Naspolini, Carla E. H. Rieg, Vitéria C. Hayduck, Patricia A. Cesconetto
e Mauren Kruger, pelos momentos de trabalho e descontracdo e pela
amizade.

Aos colegas do laboratéorio de Hormonios e Transdugdo de
Sinais, principalmente & Renata Gongalves e Ana Paula Zanatta. Ré e
Ana, a amizade e suporte que vocés me deram durante esses quatro anos
fizeram toda a diferenca durante meu doutorado. Sentirei muita
saudades dos nossos almogos no RU ¢ dos cafés diarios.



Aos meus amigos Brasileiros em Uppsala, André T. Lobato e
Bruna Torres, obrigada por tudo, sem vocés minha experiéncia na
Suécia ndo teria sido especial como foi.

Aos colegas do laboratorio de Neuropsicofarmacologia, Dr.
Paulo Alexandre de Oliveira ¢ Me. Sandro Wopereis, pela ajuda nos
experimentos comportamentais.

Aos meus queridos amigos, Daiane M. Perondi, Kaethe L. Hesse,
Jessica G. Edinger, Nathaly Matté dos Santos e Thiago M. V. Oliveira,
que durante esses quatro anos foram fundamentais pelo imenso
incentivo e apoio constante e também por estarem sempre presentes nos
momentos mais importantes.

A todos os funcionarios desta universidade que de uma forma ou
outra contribuiram para que esta tese fosse realizada.

A Universidade de Uppsala pelo auxilio financeiro que permitiu a
execucdo dos experimentos durante o periodo de doutorado sanduiche.

Ao Programa de Po6s-Graduagdo em Farmacia (PGFAR) por ter
oportunizado a realizag¢do deste trabalho.

A CAPES pela bolsa concedida.
Ao CNPq pela bolsa de doutorado sanduiche no exterior.

As agéncias de fomento CAPES, CNPq, FAPESC e PPSUS pelo
apoio financeiro.

Por fim, agradeco a todos aqui ndo mencionados e que de uma
maneira ou de outra contribuiram para a realiza¢ao deste trabalho.



“Omnia mirari etiam tritissima”

(Carolus Linnaeus)






RESUMO

As formulagdes a base de glifosato sdo os herbicidas mais utilizados em
todo o mundo. Neste trabalho investigamos os efeitos in vitro e in vivo
da exposicdo a esse herbicida em hipocampo de ratos imaturos e adultos
e em células C17.2. Esta tese foi divida em 3 partes: Estudos I, II e III.
No Estudo I foram avaliadas as diferengas entre o efeito in vitro de um
herbicida a base de glifosato (HBG), do glifosato puro e de seu principal
metabdlito o acido aminometilfosfonico (AMPA) em hipocampo de
ratos imaturos (15 dias de idade). Para tanto, fatias hipocampais foram
expostas a estas substancias por 30 min e foram investigados diferentes
pardmetros bioquimicos envolvendo o sistema glutamatérgico e o
estresse oxidativo. Todos os compostos alteraram de maneira diferente
os pardmetros avaliados, indicando um potencial neurotdxico dos
mesmos. A formulagdo comercial demonstrou ser mais toéxica que o
glifosato e o0 AMPA na maioria dos pardmetros. No Estudo II foram
investigados os efeitos da exposicdo subcronica ao HBG na agua de
beber (1%) desde o periodo gestacional até os animais completarem 15
e 60 dias de idade. Foram investigados parametros comportamentais,
neuroquimicos e de estresse oxidativo no hipocampo dos ratos imaturos
e adultos. Os resultados demonstraram que a neurotoxicidade induzida
por HBG ap6s exposi¢do subcronica envolveu o sistema glutamatérgico
(diminui¢do da captagdo de glutamato e interagdo do glifosato com
receptores de NMDA levando ao aumento no influxo de Ca®") e estresse
oxidativo. No estudo comportamental foi verificado um maior tempo de
imobilidade no teste do nado for¢ado sugerindo um comportamento tipo
depressivo nos animais. As alteragdes neuroquimicas observadas desde
o periodo imaturo podem estar de alguma forma, envolvidas no
comportamento tipo depressivo observado na idade adulta. No Estudo
III foi investigado o efeito do HBG e do glifosato durante a
diferenciacdo neuronal. Células C17.2 induzidas a diferenciagdo foram
expostas a diferentes concentragdes de HBG ou de glifosato em
periodos de tempo diferente. Ambos 0s compostos provocaram
disturbios na atividade mitocondrial e na geragdo de espécies reativas de
oxigénio além de induzir a expressdo de genes envolvidos com o
sistema glutamatérgico e com a diferenciag@o celular. Os resultados dos
diferentes estudos demonstraram o potencial neurotdxico do glifosato.

Palavras-chave: Glifosato 1. Acido aminometilfosfonico 2. Estresse
oxidativo 3. Sistema glutamatérgico 4. Modelagem Molecular 5.
Comportamento tipo depressivo 6.






ABSTRACT

Glyphosate-based formulations are the most widely used herbicides
worldwide. In this study, we investigated the in vitro and in vivo effects
of the exposure to this herbicide in the hippocampus of immature and
adult rats and C17.2 cells. This thesis was divided into 3 parts: Studies I,
IT and III. The Study I evaluated the differences among the effect of in
vitro exposure to the commercial formulation GBH (glyphosate-based
herbicide), the active principle glyphosate and its major metabolite
aminomethylphosphonic acid (AMPA) in hippocampus of immature
rats. For this purpose, hippocampal slices were exposed to these
substances for 30 min and biochemical parameters involving the
glutamatergic system and oxidative stress were investigated. All the
compounds were neurotoxic to the hippocampal cells. However, the
commercial formulation was more toxic than glyphosate and AMPA in
most of the parameters evaluated. The Study II investigated the
neurotoxic effects of subchronic exposure to GBH in drinking water
(1%) from the gestational period until postnatal day 15 and 60.
Behavioral, neurochemical and oxidative stress parameters were
investigated in the hippocampus of immature and adult rats. The results
demonstrated that subchronic exposure to GBH induced glutamatergic
excitotoxicity (decreased glutamate uptake and interaction of glyphosate
with NMDA receptors leading to increased Ca*" influx) and oxidative
stress. The effects of GBH exposure were associated with oxidative
stress and depressive-like behavior in adult offspring, as demonstrated
by the prolonged immobility time observed in the forced swimming test.
The neurochemical changes observed during the immature period may
contribute to the depressive-like behavior observed in adulthood. The
Study III investigated the effect of GBH and glyphosate during neuronal
differentiation. During differentiation the cells were exposed to different
doses of GBH or glyphosate during different time periods. Both
compounds provoked disturbances in mitochondrial activity and
increased reactive oxygen species besides of inducing the expression of
genes involved with the glutamatergic system and cell differentiation.
Taken together, our results demonstrated the neurotoxic potential of
glyphosate.

Keywords: Glyphosate 1. Aminomethylphosphonic acid 2. Oxidative
stress 3. Glutamatergic excitotoxicity 4. Molecular Modeling 5.
Depressive-like behavior 6.
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1 INTRODUCAO

O consumo anual de agrotoxicos no Brasil vem crescendo de
forma alarmante nos ultimos anos. A justificativa para o uso destas
substancias apoia-se na melhoria da produtividade agricola, a qual
coloca o pais como um dos maiores produtores mundiais de alimentos
mas também o faz figurar entre os maiores consumidores de agrotoxicos
do mundo (IBAMA, 2014).

Dentre os herbicidas utilizados na agricultura, o glifosato (N-
fosfonometil glicina) € a substincia ativa mais popular, representando
cerca de 60% do mercado mundial de herbicidas ndo-seletivos e
ocupando posicdo de destaque no “ranking” brasileiro entre os 10
ingredientes ativos mais comercializados (IBAMA, 2014). O glifosato ¢é
um herbicida ndo seletivo com amplo espectro de agdo sendo utilizado
tanto em atividades agricolas quanto ndo-agricolas (ex. controle de
ervas-daninha em cidades, jardins, etc) (MONSANTO, 2015).

A frequente deteccdo de glifosato em alimentos, solo e rios
(CONTARDO-JARA; KLINGELMANN;  WIEGAND, 2009,
APARICIO et al., 2013, BATTAGLIN et al., 2014), bem como em
amostras de urina de pessoas que vivem tanto em areas agricolas quanto
ndo-agricolas (ACQUAVELLA et al., 2004, CONRAD et al., 2017),
demonstram o quanto estamos a mercé da exposicdo didria a este
herbicida tanto através da ingestdo da agua de beber quanto pelo
consumo de alimentos contendo residuos do mesmo. De acordo com o
Ministério da Satde (BRASIL, 2016), a exposicdo humana aos
agrotoxicos representa um problema de saude publica.

Em 2016, Myers e diversos colaboradores, publicaram uma
“declaragdo de preocupagdes” quanto ao uso de herbicidas a base de
glifosato (HBG) e os riscos associados as exposi¢des. Os autores
citaram um numero consideravel de estudos publicados na ultima
década, tanto epidemiologicos quanto envolvendo testes em animais,
demonstrando o potencial toxico dos HBG. Com base nos dados
analisados, os autores concluiram que as exposigdes humanas ao
glifosato estdo aumentando e os padrdes de seguranga atuais tanto
quanto ao uso do HBG ou quanto aos limites aceitaveis estdo
desatualizados e podem falhar em proteger a satde publica e o meio
ambiente.

Sendo assim, estudos envolvendo investigacdes quanto a
toxicidade destas formulagdes sdo necessarios para ajudar a
compreender os mecanismos envolvidos na fisiopatologia das
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disfungdes celulares provocadas por estes compostos, ampliando assim
nosso conhecimento quanto ao potencial toxico dos mesmos.

Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que a exposi¢dao
materna ao HBG, durante os periodos pré e pos-natal, leva a sobrecarga
de calcio e excitotoxicidade glutamatérgica em hipocampo de ratos
imaturos (15 dias de idade). Os mecanismos que medeiam tais efeitos
envolvem a ativagdo das vias de sinalizagdo da CaMKII e ERK,
aumento da liberagdo e diminui¢do da captacdo de glutamato na fenda
sinaptica, aumento no influxo de calcio com ativa¢do de receptores de
glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA) e de canais de calcio
dependentes de voltagem, diminui¢do do conteudo de GSH, aumento da
lipoperoxidagdo e acumulo de aminodcidos neutros, caracterizando
excitotoxicidade glutamatérgica e dano oxidativo em hipocampo de
ratos imaturos (CATTANI, 2013; CATTANI et al., 2014).

No presente estudo, investigamos se os efeitos da exposi¢do ao
HBG durante os periodos pré e pds-natal, observados anteriormente no
hipocampo de ratos imaturos (15 dias de idade — PND15) (CATTANI,
2013; CATTANI et al., 2014), persistem até a idade adulta (60 dias de
idade — PND60). Também buscamos investigar as diferencas quanto a
toxicidade da preparagdo comercial HBG, do principio ativo glifosato e
de seu principal metabolito AMPA sobre pardmetros bioquimicos em
células neurais apos tratamento in vitro.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da exposi¢do in vivo ao HBG em hipocampo
de ratos imaturos e adultos, bem como os mecanismos de toxicidade
induzida pela exposicdo in vitro ao HBG, glifosato puro e seu
metabdlito acido aminometilfosfonico (AMPA) em hipocampo de ratos
imaturos e em linhagem de células progenitoras neurais murinas C17.2.

1.1.2 Objetivos Especificos

*Verificar o efeito da exposi¢do in vivo ao HBG durante periodos
pré e pos-natal no influxo de Pca® e captagdo de 14C—glutamato em
fatias hipocampais de ratos adultos e avaliar as consequéncias desta
exposi¢do prolongada no comportamento dos animais;

*Investigar os efeitos do HBG, glifosato puro (para analise (P.A.) e
do AMPA sobre parametros de estresse oxidativo (atividade das
enzimas antioxidantes; deteccdo de EROs; carbonilacdo de proteinas;
peroxidagdo lipidica e concentracdo de GSH) em hipocampo de ratos
imaturos e/ou ratos adultos, tanto ap6s exposicao in vivo quanto in vitro,

*Estudar o efeito da exposicdo in vitro ao glifosato P.A. e ao
AMPA sobre o influxo de 45Ca%, captacdo de 14C—glutamato e atividade
das enzimas glutamina sintetase (GS), alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) e gama-glutamil transferase (GGT) em fatias de hipocampo de
ratos imaturos;

*Avaliar as concentragdes séricas da proteina S100B apos
exposi¢ao in vivo ao HBG em animais imaturos e adultos;

*Investigar os efeitos do HBG, glifosato P.A. e AMPA sobre a
atividade da colinesterase em fatias hipocampais e/ou soro de ratos
imaturos e/ou adultos, tanto apds exposi¢do in vivo quanto in vitro;

* Analisar o efeito da exposi¢cdo ao HBG na fosforilacdo da proteina
p65 (subunidade da NF-xB), ap6s exposicdo in vitro e in vivo em
hipocampo de ratos imaturos;

*Estudar os efeitos toxicos do glifosato P.A. ¢ do HBG durante a
diferenciacdo neuronal de células C17.2;

*Avaliar a interagdo do glifosato com o receptor de glutamato
NMDA através do uso de docagem molecular do glifosato em locais de
ligagdo da glicina e do glutamato neste receptor.






33

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 USO DE AGROTOXICOS NO BRASIL E EXPOSICAO DA
POPULACAO

Em 1964, o Governo Federal aprovou a Lei n® 4.595 com a
implantagdo do Sistema Nacional de Crédito Rural, visando estimular a
industrializagdo dos produtos agropecuarios e possibilitar o
fortalecimento econdmico dos produtores rurais (BRASIL, 1964). Dessa
forma, a produtividade agricola aumentou por meio de pesquisas em
sementes, fertilizacdo do solo, mecanizacdo, redugdo do custo de
manejo ¢ aplicagdo de defensivos agricolas, os agrotoxicos
(OLIVEIRA, 2013).

De acordo com a Lei n® 7.802, de 11/7/89, e o decreto n® 4.074 de
2002 que a regulamenta, os agrotoxicos e afins sdo definidos como

[...] os produtos e os agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de produgcdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
implantadas, e de outros ecossistemas, ¢ também
de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composigdo da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de
seres vivos considerados nocivos [...] (BRASIL,
1989, art. 2°; BRASIL, 2002, art. 1°).

Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Vegetal (SINDIVEG, antigo SINDAG), em 2008, o Brasil
ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior consumidor
mundial de agrotoxicos (ANVISA, 2010). Entre 2000 e 2010, o
crescimento do mercado nacional de agrotoxicos foi de 190%,
superando o mundial de 93%. Entre 2007 e 2013, a quantidade de
agrotoxicos comercializados teve um aumento de 90,49% enquanto que
a area plantada teve uma ampliacdo de apenas 19,5%. Em 2014 houve
um aumento de 13% das vendas de agrotoxicos, alcangando um
faturamento liquido de US$ 12,2 bilhdes (ANVISA, 2010; IBAMA,
2014, BRASIL, 2016).

No Brasil, as maiores concentragdes de utilizagdo de agrotoxicos
coincidem com as regides em que predominam o chamado agronegocio
(municipios da regido Sul, Sudeste e Centro Oeste) e também onde



34

ocorre com maior intensidade o plantio de monoculturas como a soja,
milho e cana (BOMBARDI, 2011).

Segundo dados do relatério nacional do programa de Vigilancia
em Saude de Populagdes Expostas a Agrotoxicos, do Ministério da
Saude (BRASIL, 2016), os 5 estados que mais comercializaram
agrotoxicos em 2013 foram Sdo Paulo, Mato Grosso, Parana, Minas
Gerais e Rio Grande do Sul. Santa Catarina aparece na 11° posicio,
tendo comercializado 22.294.630 Kg de agrotoxicos em 2013. Sozinha,
a Regido Sul representou cerca de 23% do total de agrotoxicos
comercializados no pais no ano de 2013.

Devido a este uso cada vez mais abusivo e despreparado, ¢ muito
provavel que uma quantidade significativa destes pesticidas e seus
metabolitos, provenientes de atividades industriais, agricolas e
domésticas, atinjam e contaminem aguas subterrineas, lagos e rios,
podendo ainda poluir os suprimentos de agua potavel, peixes e outras
fontes muitas vezes vitais para o bem-estar humano (AGRA; SANTOS,
2001; EL-SHENAWY, 2009; SALBEGO et al, 2010; EL-
DEMERDASH, 2011).

Segundo o Boletim Epidemiolégico quanto ao Monitoramento de
Agrotéxicos na Agua para Consumo Humano no Brasil no ano de 2013,
foi constatado que dos 1.598 municipios monitorados (28,6% do total de
municipios Brasileiros) foram identificados 337 (21%) com pelo menos
algum resultado analitico acima do valor maximo permitido (VMP) para
agrotdxicos na agua para consumo humano estabelecido pela Portaria
GM/MS n° 2.914/2011 (BRASIL, 2015) (Figura 1).

Vale ressaltar que os valores de referéncia para quantidade
maxima de tipos de agrotoxicos permitidos na dgua considerada potavel
vém aumentando conforme as portarias que regulamentam esses
parametros sdo revisadas. Na primeira norma de potabilidade da dgua no
Brasil, a Portaria n. 56/1977, era permitida a presenga de apenas 12
tipos de agrotdxicos contra os 27 permitidos na portaria mais recente,
GM/MS n° 2.914/2011. Esse aumento nada mais é do que um reflexo
da crescente polui¢do do processo agricola, o qual utiliza toneladas de
agrotoxicos anualmente (ABRASCO, 2015).
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Figura 1 - Distribuicdo dos municipios com resultado analitico fora do padrao
de potabilidade da 4gua para consumo humano para os parametros de
agrotoxicos, Brasil, 2013.

Legenda
B Munidpios com agrotéaico abaxo do VMP
8 Munidpios com agrotéuico acima do VMP
(2] Munidpios sern dados de monitoramanto de agrotéxicos

Elaborado por: ASEAST/DSAST/SVSANG

%

Fonte: Sistema de Informacao de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (Sisagua), abril de 2014.%

Legenda: Cor verde representa os municipios com valores de agrotdxicos
abaixo dos valores maximos permitidos (VMP); Cor vermelha representa os
municipios com valores de agrotoxico acima do VMP; Cor Branca (sem cor)
representa os municipios sem dados de monitoramento de agrotdxicos.

FONTE: Boletim Epidemiol6gico quanto ao Monitoramento de Agrotdxicos na
Agua para Consumo Humano no Brasil no ano de 2013 (BRASIL, 2015).

Além da contaminagdo de aguas os produtos agroquimicos
também podem persistir como residuos em alimentos tanto de origem
animal quanto vegetal. O Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa, no periodo de 2013 a
2015, relatou que 19,7% das amostras de alimentos de origem vegetal
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analisadas apresentaram resultados insatisfatorios quanto ao limite
permitido para residuos de agrotoxicos (ANVISA, 2016).

Parte dos agrotoxicos utilizados tem a capacidade de se dispersar
no ambiente, e outra parte pode se acumular no organismo humano,
inclusive no leite materno. Em um estudo realizado pela Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT), com o objetivo de determinar
residuos de agrotoxicos em leite de maes residentes em Lucas do Rio
Verde/MT, foi observado que todas as amostras de leite materno
analisadas (n = 62 nutrizes) apresentaram contamina¢do com pelo
menos um tipo de agrotéxico pesquisado (PALMA, 2011). Em outro
estudo realizado por Nero e colaboradores (2007) também foi verificado
a presenca de agrotoxicos, ndo em leite humano mas em amostras de
leite de vaca in natura obtidas em 4 estados brasileiros (Botucatu-SP,
Londrina-PR, Vigosa-MG e Pelotas-RS). Foram encontrados residuos
de organofosforados e/ou carbamatos em 93,8% das amostras avaliadas.
Estes resultados podem ser oriundos da exposi¢do ocupacional,
ambiental e alimentar do processo produtivo da agricultura.

De acordo com o relatério nacional do programa de Vigilancia
em Saude de Populagdes Expostas a Agrotoxicos (2016), do Ministério
da Saude (Figura 2),

[...] A comercializacdo de agrotoxicos e afins no
Pais tem aumentando ao longo dos anos, sem
aumento proporcional da area plantada. Ao se
analisar a série historica de 2007 a 2013, observa-
se que, apesar do quantitativo de agrotoxicos
comercializados ter sofrido pequenas oscilagdes
nos anos de 2011 ¢ 2013, a taxa de incidéncia de
intoxicacdes no Pais vem apresentando um
crescimento gradativo [...] (BRASIL, 2016).

O aumento no uso de agrotoxicos no pais, acompanhado pelo
aumento no nimero de casos de intoxicagdes, faz ressaltar a importancia
de pesquisas com o objetivo de avaliar a toxicidade destas formulagdes.
Nesse contexto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprovou em 2015 o inicio da reavaliagdo toxicoldgica de cinco
ingredientes ativos de agrotoxicos utilizados no Brasil, dentre eles
encontra-se o herbicida glifosato (ANVISA, 2015).
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Figura 2 - Comercializagdo de agrotoxicos e afins por area plantada (kg/ha) e
incidéncia de intoxicagdes por agrotoxicos no Brasil entre 2007 a 2013.

mmm Agrotéxico (kg) 1.291.207.301

= Area plantada (hectare)

—— Comercializagio de agrotéxicos por drea
plantada (kg'ha)

« Incidéncia de intoxicagbes por 100.000 hab. | 1029281322

1.224.997.637

1.036.751.016

829.019.225

797.796.302

643.057.017

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 ANO

Fonte: Sinan4, IBGE e Agrofit.

*A comercializagdo de agrotéxicos é estimada por meio da contabilizag3o das varidvels cliente, venda direta, indUstria

e revenda.
Legenda: Barra Verde: agrotéxicos (kg); Barra azul: Area plantada (hectare);
Linha azul: Comercializagdo de agrotoxicos por area plantada (kg/ha); Linha
laranja: Incidéncia de intoxicacdes por 100.000 hab.
FONTE: Relatério Nacional do Programa de Vigilancia em Saude de
Populagdes Expostas a Agrotoxicos, do Ministério da Saude (BRASIL, 2016).

2.2 HERBICIDA GLIFOSATO

A molécula do glifosato foi primeiramente sintetizada (1950) por
Henri Martin da Cilag (pequena companhia farmacéutica Suiga), mas
somente foi testada como herbicida em 1970 por John E. Franz da
empresa Monsanto Corp. (St. Louis, MO, USA) (FRANZ; MAO;
SIKORSKI, 1997). Em 1974, o glifosato foi formulado comercialmente
em Roundup® pela Monsanto e introduzido na agricultura mundial
(WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000; DUKE; POWLES, 2008;
ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014).

O glifosato ¢ amplamente utilizado tanto em areas agricolas
quanto urbanas em todo o mundo. Este herbicida pertence a classe
quimica dos organofosforados e ao grupo quimico das glicinas
substituidas, recebendo o nome quimico de N-(fosfonometil) glicina
(CAS n. 1071-83-6). Apresenta formula molecular C3HgNOsP (MW =
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169,1 g/mol) e sua formula estrutural é demonstrada na figura 3A
(ANDRIGHETTI, 2011; MONSANTO, 2015).

Nas formulagdes comerciais o glifosato ¢ geralmente formulado
como um sal com diferentes cations (ex. com sodio ou sais de
isopropilamina (IPA)), tornando-o mais soliivel em agua. Sua formula
molecular como sal de isopropilamina é C¢H{7;N,OsP (MW = 228.20
g/mol) (CAS n. 38641-94-0) e sua formula estrutural pode ser
visualizada na figura 3B (CASTRO, 2005; DUKE; POWLES, 2008;
MONSANTO, 2015).

O glifosato é um herbicida pds-emergente, sistémico, nao
seletivo, hidrossoltivel e de amplo espectro de acdo. E registrado para
uso em 26 culturas, como por exemplo caf¢, cana-de-agtcar, arroz, soja,
milho, trigo, feijdo, fumo, banana, mac¢a, uva, mamao, pinus e eucalipto
(FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997; ARAUJO, 2002; ANVISA, 2017,
MONSANTO, 2015).

Figura 3 - Formula estrutural do herbicida glifosato (A) e formula estrutural do
seu sal de isopropilamina (B).
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FONTE: Monsanto, 2015.

A primeira formulag@o comercial de glifosato e também uma das
mais comercializadas no cenario atual, Roundup® (CAS n. 1071-83-6),
¢ comumente formulada em meio aquoso na concentragdo de 2,13 M,
um agente tensoativo (360 g de acido/L livre ou 480 g/L de sal IPA) e
outras substancias consideradas inertes, utilizadas para favorecer a
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estabilidade e a penetracdo do ingrediente ativo na célula (WILLIAMS;
KROES; MUNRO, 2000; EL-SHENAWY, 2009; MONSANTO, 2015).

O surfactante predominante utilizado nos produtos Roundup® em
todo o mundo € o polioxietilenoamina (POEA). Este agente tensoativo
ndo ionico favorece a penetragdo do glifosato na cuticula da planta,
melhorando assim a sua efetividade. Alguns autores sugerem que os
produtos formulados com este surfactante, como o Roundup®, podem
ser ainda mais toxico que o herbicida isolado (WILLIAMS; KROES;
MUNRO, 2000; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013;
SRIBANDITMONGKOL et al., 2012).

O Roundup® ¢ considerado de baixo risco para a saide humana
pois seu mecanismo de agdo tem como alvo a inibi¢do da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS) presente apenas em
plantas e em alguns microrganismos, ndo sendo encontrada no reino
animal. Além disso, por ser um composto anfotero e apresentar rapida e
alta taxa de adsor¢do a particulas do solo, também foi considerado
ambientalmente seguro (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000;
BENACHOUR et al., 2007; DUKE; POWLES, 2008).

2.2.1 Mecanismo de aciio e degradacio do glifosato

O modo de agdo do glifosato pode ser atribuido a habilidade
deste herbicida em inibir a sintese de aminoacidos aromaticos através da
inibicdo competitiva da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-
sintase (EPSPS) da via do chiquimato. Esta enzima ¢ responsavel pela
producdo do intermediario corismato, necessario para biossintese de
aminoacidos essenciais como fenilalanina, tirosina e triptofano em
plantas (STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980; WILLIAMS; KROES;
MUNRO, 2000; DUKE; POWLES, 2008; ANNETT; HABIBI;
HONTELA, 2014).

A principal vantagem e desvantagem do glifosato ¢ justamente a
sua acdo nio seletiva e de amplo espectro pois a0 mesmo tempo que age
em praticamente todos os tipos de ervas daninhas, também acaba
prejudicando as plantagdes. Entretanto, com a introdugdo das plantas
transgénicas em meados dos anos 90, essa desvantagem acabou sendo
solucionada (CASIDA; DURKIN, 2017).

As plantas transgénicas tolerantes ao glifosato possuem uma
inser¢do do gene CP4, uma forma mutante da enzima EPSPS
proveniente da bactéria Agrobacterium sp, no genoma de plantas
normais. O glifosato ird se ligar a enzima CP4 EPSPS expressa nas
células de plantas transgénicas de uma forma condensada e ndo na
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conformagdo inibitéria como o que ocorre com plantas usuais. Deste
modo, plantas transgénicas que expressam a enzima CP4 EPSPS sdo
tolerantes ao glifosato e permitem a sintese de aminoacidos aromaticos
mesmo ap6s a aplicagdo do herbicida (BRAKE; EVERSON, 2004;
BOHN et al., 2014).

A principal rota de degradagdo do glifosato no meio ambiente ¢é
efetuada por microrganismos presentes no solo e na agua (WILLIAMS;
KROES; MUNRO, 2000). Existem duas vias principais de degradacio
do glifosato no solo (Figura 4). A primeira e principal via de degradagéo
resulta da clivagem oxidativa da ligagdo Carbono-Nitrogénio (C-N), no
lado carboxil, catalisada pela glifosato oxidorredutase (GOX),
resultando na formagdo do acido aminometilfosfonico (AMPA), o
principal metabolito do glifosato, e glioxilato. Posteriores degradagdes
destes dois metabolitos irdo formar agua, dioxido de carbono, amodnia e
fosfato inorganico (DICK; QUINN, 1995; TERNAN et al., 1998;
APARICIO et al.; 2013).

Figura 4 - Vias de degradacao do glifosato.
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FONTE: Adaptado de Annett; Habibi; Hontela, 2014.
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A segunda via alternativa de degradacdo ¢ menos comum e
ocorre somente em espécies de bactérias presentes no solo
especializadas em metabolizar glifosato em fosfato inorganico e N-
metilglicina (sarcosina) via clivagem direta da ligagdo Carbono-Fdsforo
(C-P) pela enzima liase C-P. Posteriormente a sarcosina pode ser
degradada a glicina e, entdo a carbono, que ¢ incorporado em alguns
aminoacidos como metionina, serina, histidina, cisteina e nas purinas
(DICK; QUINN, 1995; TERNAN et al., 1998).

O principal metabolito do glifosato, o AMPA (4cido
aminometilfosfonico, CAS n. 1066-51-9, MW: 111,04 g/mol), apresenta
formula molecular CH¢NO;P. Sua formula estrutural pode ser observada
na Figura 5.

Figura 5 - Férmula estrutural do acido aminometilfosfonico (AMPA).

FONTE: Annett; Habibi; Hontela, 2014.

A meia-vida do glifosato e seu principal metabolito, AMPA varia
entre 0,8-151 e 10-98 dias, respectivamente. Este intervalo
relativamente grande quanto ao tempo de meia-vida destes compostos
no solo € resultado das diferentes condi¢cdes ambientais e propriedades
de cada solo (BAI; OGBOURNE, 2016).

2.2.2 Toxicidade do glifosato

De acordo com a Ficha de Informagdes de Seguranga de Produtos
Quimicos elaborada em 2010 e revisado em 2015 pela Monsanto Brasil,
o produto Roundup Original® ¢ classificado como medianamente toxico
(classificagdo toxicologica III) e como produto perigoso ao meio
ambiente (Classificacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental II)
(MONSANTO, 2015). A Organiza¢do Mundial da Saade (OMS) (OMS,
2009), estabelece uma LDsg oral do glifosato puro (s6lido) em ratos de
4230 mg/kg e o classifica como medianamente toxico (classe III).
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Na ultima revisdo de registro do glifosato feita em 1993 pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA, sigla do
inglés “The United States Environmental Protection Agency”), os
resultados da avaliagdo toxicologica demonstraram uma toxicidade
aguda oral do glifosato em ratos > 4320 mg/kg, bem como NOEL (nivel
de dose sem observagdo de efeito) e LOEL (menor nivel de dose com
observagcdo de efeito) para toxicidade materna em ratos de 1000
mg/kg/dia e 3500 mg/kg/dia, respectivamente, classificando o glifosato
como pouco toxico (Categoria IV) (EPA, 1993).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
classifica tanto o principio ativo glifosato quanto o seu sal de
isopropilamina como pouco téxico (classe IV). Atualmente estd em
andamento em nosso pais uma reavaliacio quanto ao registro do
glifosato, determinada pela RDC 10/2008 (ANVISA, 2017).

Apesar da controvérsia quanto aos efeitos toxicos do glifosato,
uma gama cada vez maior de estudos envolvendo exposicdo deste
herbicida em diferentes organismos como: ratos (ADAM et al., 1997;
ROMANO et al.,, 2010; VARAYOUD et al.,, 2017), camundongos
(WALSH et al., 2000; GEORGE et al., 2010); peixes (GLUSCZAK et
al., 2006; SAMANTA et al., 2014; DE BRITO RODRIGUES et al.,
2016), sapos (HEDBERG; WALLIN, 2010; PAGANELLI et al., 2010)
e até mesmo humanos (apds exposi¢do aguda, acidental ou em casos de
suicidio) (STELLA; RYAN, 2004; AMERIO et al., 2004; MALHOTRA
et al., 2010; THAKUR et al., 2014), vem enfatizando o potencial toxico
deste herbicida.

Estudos em peixes demonstraram que o glifosato e/ou herbicidas
a base de glifosato foram capazes de promover anormalidades
morfolégicas e malformagdes corporais (ROY; CARNEIRO; OCHS,
2016; SULUKAN et al., 2017); estresse oxidativo (SAMANTA et al.,
2014); distarbios metabolicos (SALBEGO et al., 2010); genotoxicidade
(GUILHERME et al, 2010); neurotoxicidade (MODESTO;
MARTINEZ, 2010); imunotoxicicidade (MOUSTAFA et al., 2016);
hepatotoxicidade (DOS SANTOS et al., 2017), entre outros.

Em pesquisas quanto a toxicidade em ratos, foram relatados
efeitos  respiratérios (ADAM et al, 1997), teratogénicos
(DALLEGRAVE et al., 2003), no sistema reprodutor de ratos machos
(DALLEGRAVE et al., 2007; CLAIR et al., 2012; DE LIZ OLIVEIRA
CAVALLI et al., 2013; OWAGBORIAYE et al., 2017; NARDI et al.,
2017); toxicidade hepatica e renal (MESNAGE et al., 2015b;
MESNAGE et al., 2017); neurotoxicidade (ANADON et al., 2009;
CATTANI et al., 2014; GALLEGOS et al., 2016); acdo como disruptor
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endocrino (ROMANO et al., 2010; VARAYOUD et al., 2017; SOUZA
etal., 2017).

Em humanos, nos casos de intoxica¢des agudas acidentais ou em
caso de suicidio, os achados clinicos apos ingestdo de herbicidas a base
de glifosato dependem muito das formula¢des mas incluem toxicidade
em multiplos o6rgdos, como: nefrotoxicidade (MENKES; TEMPLE;
EDWARDS, 1991; WUNNAPUK et al., 2014; SATO et al., 2011),
problemas no sistema cardiaco (GRESS et al., 2015), perda de memoria
(NISHIYORI et al., 2014), complicagdes neurologicas (MALHOTRA et
al., 2010; CHEN et al., 2013), edema pulmonar (STELLA; RYAN,
2004; SRIBANDITMONGKOL et al., 2012; THAKUR et al., 2014).
LesOes cutineas como queimaduras quimicas decorrentes do contato
acidental com uma formulag¢do a base de glifosato também ja foram
relatadas (BARBOSA et al., 2001; AMERIO et al., 2004).

O glifosato também ¢ citado como fator de risco para o cancer de
Linfoma N&o-Hodgkin (ERIKSSON et al., 2008; SCHINASI; LEON,
2014). Em 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC, sigla do inglés “International Agency for Research on Cancer”)
da OMS classificou o glifosato como provavel carcinégeno em humanos
(grupo 2A), baseando-se em estudos envolvendo tanto o principio ativo
quanto as formulacdes a base de glifosato.

No entanto, revisdes quanto ao potencial carcinogénico do
glifosato feitas pela EPA (2016) e pela Autoridade Europeia para a
Seguranga dos Alimentos (EFSA, do inglés “European Food Safety
Authority”) (2015) contrariaram as conclusdes da IARC. Segundo a
EPA, o glifosato ndo é susceptivel de ser cancerigeno para Humanos em
doses relevantes para a avaliagdo do risco para a saude humana. Ja a
EFSA concluiu que é improvavel que o glifosato represente um risco
cancerigeno para os humanos, mas observa que tirou suas conclusdes
tendo como base apenas estudos envolvendo o glifosato, ndo incluindo
estudos com as formulagdes comerciais a base deste herbicida (IARC
2015; EFSA 2015; EPA 2016).

Nesse contexto, cabe ressaltar que diferengas importantes na
toxicidade das preparagdes comerciais em relacdo ao glifosato de grau
analitico vem sendo descritas e atribuidas a um possivel sinergismo
entre os componentes das formulagdes comerciais. Dentre estes
componentes destaca-se o surfactante POEA, comumente utilizado para

facilitar a penetracdo do glifosato na superficie da planta (CONTARDO;
KLINGELMANN; WIEGAND, 2009; ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014;
KWIATKOWSKA; HURAS; BUKOWSKA, 2014; WEBSTER; SANTOS,
2015).
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Em 2013, os pesquisadores Mesnage, Bernay e Séralini, ao
estudarem o potencial toxico do glifosato P.A. e de 9 formulagdes a
base de glifosato em trés tipos de linhagens celulares humanas
(hepaticas HepG2, embrionarias HEK293 e placentarias JEG3),
comprovaram que todas as formulagdes comerciais foram mais toxicas
que o glifosato sozinho. Esses resultados desafiam a relevancia dos
valores aceitaveis de ingestdo diarias do glifosato ja que estudos
utilizados como parametros para o calculo destas quantidades sdo
realizados apenas com o glifosato de grau analitico. De acordo com
Mesnage e colaboradores (2014), exposigdes cronicas com agrotoxicos
ndo refletem as exposigdes ambientais se apenas o ingrediente ativo for
testado.

Em 2009, a EPA publicou um “Plano de Trabalho Final do
Glifosato” referente a reavaliacdo do registro deste herbicida. Neste
plano, a agéncia exigiu dados adicionais quanto aos efeitos do glifosato
nos pardmetros neurologicos e imunes, pois os mesmos foram tidos
como limitados para serem utilizados na revisdo (EPA, 2009).

2.2.2.1 Glifosato como neurotoxicante

Relatos quanto ao desenvolvimento de sindrome parkinsoniana
apos exposi¢do a herbicidas a base de glifosato (BARBOSA et al.,
2001), bem como desenvolvimento de encefalopatia como consequéncia
da exposi¢do aguda ao mesmo (MALHOTRA et al. 2010), chamam
ateng@o quanto ao potencial neurotdxico do glifosato.

Hernandez-Plata e colaboradores (2015) estudaram os efeitos do
glifosato no sistema nervoso de ratos Sprague-Dawley machos apos
tratamento por 2 semanas com seis inje¢des intraperitoneais de 50, 100
ou 150 mg de glifosato/Kg (2 injegdes/semana). Os resultados
demonstraram que a exposicdo repetida ao glifosato resultou em
hipoatividade locomotora acompanhada de diminuicdo da ligagdo
especifica aos receptores D1 de dopamina (DA) no nicleo accumbens e
também que a exposi¢do aguda ao glifosato apresentou efeitos evidentes
de diminuicdo nos niveis de DA estriatal. Outro estudo demonstrou que
a exposi¢do materna (gravidez e lactagdo) ao HBG em ratos foi capaz de
afetar o sistema nervoso central da prole provavelmente devido a
alteragdes provocadas nos mecanismos ou sistemas neurotransmissores

*
Decisao final quanto a reavaliagdo de risco para saide humana estd para ser
publicada até o final do ano de 2017.
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que regulam a atividade locomotora e a ansiedade (GALLEGOS et al.,
2016).

Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que alguns dos
mecanismos envolvidos na neurotoxicidade induzida por Roundup® em
hipocampos de ratos imaturos, apds exposi¢do in vitro e in Vvivo
(exposi¢cdo materna), envolvem: a ativagdo das vias de sinalizagdo da
CaMKII e ERK, aumento da liberacdo de glutamato na fenda sinaptica e
diminuig¢do da captagdo deste aminoacido, aumento no influxo de calcio,
diminui¢do do contetido de glutationa reduzida (GSH), aumento da
lipoperoxidagdo e acumulo de aminoacidos neutros. Esses efeitos
caracterizam excitotoxicidade glutamatérgica e dano oxidativo em
hipocampo de ratos imaturos (CATTANI et al., 2014).

Paganelli e colaboradores (2010) demonstraram que o tratamento
de embrides de sapos sul africanos, Xenopus laevis (modelo para
estudos embriologicos em vertebrados), com uma dilui¢do (1/5000) de
uma formulagdo comercial do glifosato foram suficientes para induzir
malforma¢des  embrionarias, como alteracdes marcantes no
desenvolvimento da crista neural e cefalica. Neste mesmo contexto,
Roy, Carneiro e Ochs (2016), estudaram os efeitos iniciais da exposigdo
ao glifosato e ao HBG em cérebros de peixe-zebra (modelo utilizado em
estudos toxicologicos e de desenvolvimento). Resultados revelaram
anormalidades morfoldgicas no cérebro em desenvolvimento bem como
uma diminuicdo nos genes expressados em diferentes regides do
cérebro. Em outro estudo, envolvendo esse mesmo modelo com peixe-
zebra, os autores relataram um desenvolvimento neuronal prejudicado
causado pela exposicdoo ao glifosato durante o periodo de
desenvolvimento embriondrio desses peixes. A exposi¢do levou a uma
inibi¢do da atividade da enzima anidrase carbonica com produgdo de
espécies reativas de oxigénio especialmente em regides branquiais, o
que desencadeou apoptose e acabou resultando em severos tipos de
malforma¢des (SULUKAN et al., 2017).

Os efeitos do glifosato sobre o neurodesenvolvimento em
embrides de vertebrados juntamente aos achados clinicos e
neurocomportamentais em proles de ratos nascidos de ratas expostas ao
glifosato geram uma preocupacgdo crescente quanto ao uso extensivo
deste agrotoxico e suas consequéncias na saude humana. De fato,
defeitos neurais e malformagdes craniofaciais em humanos em regides
onde ha um extensivo uso de herbicidas a base de glifosato ja foram
relatados (CARRASCO, 2012).
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2.3 NEURODESENVOLVIMENTO E IMPLICACOES DA
EXPOSICAO A NEUROTOXICANTES

O tipico desenvolvimento do sistema nervoso ¢ uma
consequéncia global de interagdes entre genética, epigenética e fatores
ambientais (ex. estimulos externos, maternos, nutricionais e fatores
médicos) (ALBERTS et al.,, 2010; DUBOIS et al.,, 2014). Comega
durante a fase gestacional (primeiro més em humanos € 9,5° dia em
ratos) continuando até a adolescéncia. Os processos que constituem a
base do desenvolvimento do sistema nervoso - proliferacdo, migragao,
diferenciacdo, sinaptogénese, apoptose e mielinizagdo - ocorrem de
maneira sequencial coordenada e dependem da regido, tipo de célula e
sinais neurotroficos (MOSER et al., 2013). Alteragdes nestes processos
podem resultar em anormalidades congénitas graves no sistema nervoso
dos seres humanos (RICE; BARONE, 2000).

Durante o desenvolvimento animal, o embrido ird se dividir e
diferenciar para gerar todas as células e tecidos do organismo maduro.
As divisdes iniciais do embrido irdo gerar a blastula, a qual passara pelo
processo de gastrulacdo dando origem as trés camadas germinais
primarias do embrido em desenvolvimento (endoderma, mesoderma e
ectoderma). O sistema nervoso ird se desenvolver a partir da camada
ectodérmica (RICE; BARONE, 2000; DE VELLIS; CARPENTER,
2006).

O mesoderma ird se condensar e formar a notocorda, a qual ird
induzir o ectoderma a formar a placa neural. Uma vez formada, a placa
neural ¢ induzida a se diferenciar em tubo neural, o qual dara origem ao
sistema nervoso (DE VELLIS; CARPENTER, 2006). Esse primeiro
estagio do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), quando
as células precursoras do cérebro e da medula espinal comegam a se
desenvolver, ¢ chamado de neurulagdo (MOSER et al., 2013).

A formagdo do tubo neural é completada aproximadamente no
10° — 11° dia de gestagdo em ratos e no 26° a 28° dias de gestagdo em
humanos. Interrupgdes no fechamento do tubo neural podem resultar em
severas anormalidades no cérebro e na medula espinhal (RODIER,
1995; RICE; BARONE, 2000; BONDY; CAMPBELL, 2005; DUBOIS
et al., 2014). Apds este desenvolvimento embrionario inicial, com a
proliferagdo de precursores neuronais e gliais, o processo do
neurodesenvolvimento continua com posterior proliferagdo e migragédo
celular, seguida por diferenciagdo (expressdo de fenoétipo),
sinaptogénese (formagdo de conexdes sinapticas funcionais), apoptose,
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gliogénese e mielinizagdo (MOSER et al., 2013; RICE; BARONE,
2000).

Aceleragdo substancial da sintese de RNA, DNA e proteinas,
bem como migracdo neuronal, crescimento das células gliais e
mielinizacdo dos ax6nios continuam ocorrendo no periodo pos natal,
tanto em ratos quanto em humanos. Esse periodo de rapido crescimento
cerebral, também conhecido como “surto do crescimento cerebral” que
engloba tanto as fases pré e pds-natal é conhecido por ser vulneravel a
insultos promovidos por agentes neurotoxicantes (RODIER, 1995;
RICE; BARONE, 2000; WINNEKE, 2011).

A maturacdo do cérebro humano € um processo prolongado e
todas estas etapas mencionadas anteriormente tem de ocorrer dentro de
um prazo rigidamente controlado e na sequéncia correta. Se algum
destes passos for interrompido ou inibido, as possibilidades de
reparagdo tardias s3o escassas e as consequéncias podem ser
permanentes (GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006; BJORLING-
POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008).

No geral, exposi¢des a neurotoxicantes no inicio da gestacdo
promovem impactos quanto ao desenvolvimento de grandes regides
cerebrais podendo levar a ocorréncia de anormalidades anatdomicas
graves. Por outro lado, as exposi¢des tardias alteram caracteristicas
bioquimicas, morfolégicas ou funcionais do sistema neural, podendo
levar a déficits comportamentais (BONDY; CAMPBELL, 2005;
MOSER et al., 2013). Diversos estudos vem demonstrando que a
exposicdo pré e pds-natal a diferentes tipos de agrotoxicos pode estar
associada ao desenvolvimento de efeitos neurologicos e
neuropsiquiatricos (BALDI et al., 2003; LONDON et al., 2012;
FREIRE; KOIFMAN, 2013; ZAGANAS et al., 2013; BALTAZAR et
al., 2014).

A formag@o hipocampal ¢ um dos sistemas neuronais mais
estudados no cérebro e alteragcdes nesta regido vém sendo associadas a
um numero cada vez maior de doengas que acometem o sistema nervoso
central como doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, epilepsia do
lobo temporal, amnésia, esquizofrenia e transtornos depressivos e de
ansiedade (AMARAL; WITTER, 1989; KIM; FANSELOW, 1992;
BIRD; BURGESS, 2008; SMALL et al., 2011).

O hipocampo desenvolve-se rapidamente durante o periodo
tardio da vida fetal e inicio da vida neonatal em roedores e em seres
humano. A regido hipocampal esta localizada na por¢ao medial do lobo
temporal ¢ ¢ uma das estruturas que compdem o sistema limbico.
Aproximadamente 80 a 90% das sinapses do hipocampo sdo
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glutamatérgicas (DANBOLT, 2001; LOZOFF; GEORGIEFF, 2006;
BRADY etal., 2012).

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, oS neuronios
geralmente expressam e liberam transmissores antes mesmo que seus
axoOnios estabelecam contatos com suas células alvo. Ha evidéncias
crescentes de que os neurotransmissores no sistema nervoso imaturo
podem atuar como fatores troficos que influenciam diferentes eventos
do desenvolvimento, como proliferagio e diferenciagdo celular
(RUEDIGER, BOLZ, 2007). Assim, qualquer toxicante que possa
interferir com a neurotransmissdo durante o desenvolvimento pode
causar defeitos permanentes no SNC (GIORDANO; COSTA, 2012)

O aminoacido excitatorio glutamato além de ser o principal
neurotransmissor excitatério no SNC maduro também desempenha um
importante papel durante o neurodesenvolvimento, principalmente por
facilitar a entrada de Ca®". O receptor de glutamato, N-metil-D-aspartato
(NMDA), ¢ essencial para a diferenciagdo neuronal e o estabelecimento
ou eliminagdo de sinapses no cérebro em desenvolvimento (HACK;
BALAZS, 1994; YANO; TOKUMITSU; SODERLING, 1998;
KOMURO; RAKIC, 1993; MATUS, 2000). Acredita-se que o cérebro
imaturo seja mais sensivel a altera¢des na funcdo do receptor NMDA do
que o cérebro adulto (FOX et al., 2012).

2.3.1 Sistema glutamatérgico: nocdes gerais

O L-glutamato, um aminoacido ndo-essencial, é o principal
neurotransmissor excitatorio no SNC em cérebro de mamiferos,
excitando praticamente todos os neurdnios. Aproximadamente 80-90%
das sinapses s@o glutamatérgicas e até 90% dos neurdénios do cérebro
usam o glutamato como neurotransmissor (GASIC; HOLLMANN,
1992; DANBOLT, 2001; SANACORA et al., 2008; BRADY et al.,
2012). A ampla distribui¢do desse neurotransmissor excitatorio no SNC
faz com que o mesmo participe de diversas reagdes no cérebro, atuando
como o principal mediador de informagdes sensoriais, coordenagdo
motora, emogdes € cognigdo, incluindo a formagdo e recuperagdo da
memoria (BRADY et al., 2012).

Os efeitos do glutamato sdo mediados por diferentes subtipos de
receptores, chamados de receptores de aminoacidos excitatdrios
(EAARs), os quais sdo divididos em dois principais subtipos, o0s
ionotropicos (ligados diretamente a canais idnicos, ex. N-metil-d-
Aspartato (NMDA) e os metabotropicos (acoplados a proteina Q)
(DANBOLT, 2001; MOSER et al., 2013).
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A maior parte do glutamato existente no cérebro ¢é sintetizado a
partir da glicose plasmatica, a qual é degradada na via glicolitica em
duas moléculas de piruvato. Esse processo ocorre no citosol tanto de
astrécitos quanto de neurdnios. A oxidacdo do piruvato nos astrocitos e
neurdénios a acetilcoenzima A (Acetil-CoA) via complexo piruvato
desidrogenase levara a formacdo de citrato no ciclo de Krebs. O
piruvato também pode ser convertido a oxaloacetato nos astrocitos pela
acdo da enzima piruvato carboxilase (PC) (EID et al., 2013) (Figura 6).

O intermediario do ciclo de Krebs, a-cetoglutarato, dard origem
ao glutamato por transaminacdo via aspartato aminotransferase (AST)
ou por outras transaminases (por exemplo, alanina aminotransferase -
ALT) ou, pela reacdo catalisada pela glutamato desidrogenase (GDH)
(McKENNA et al., 2016; HERTZ; ROTHMAN, 2017).

O glutamato liberado a partir de terminais pré-sinapticos nas
fendas sinapticas ¢ transportado para os astrdcitos via transportadores de
glutamato, onde ird reagir com a amonia para formar glutamina. Esta
reacdo ¢ mediada pela atividade da glutamina sintetase, uma enzima
citosolica dependente de ATP que € expressa por astrocitos e
oligodendrdcitos mas ndo por neurdnios (McKENNA, 2007; GLIDDON
et al., 2009; ALBRECHT et al., 2011).

O astrécito em seguida exporta a glutamina para o fluido
extracelular por meio dos transportadores de aminoacidos neutros
dependentes de Na' (Sistema A, ASC e N), de onde esta ¢ captada pelos
neurdnios via sistema A e N e convertida em glutamato pela acdo da
enzima glutaminase (GLIDDON et al., 2009; FERNANDES et al.,
2010; JIANG; YAN; WENG, 2012; ALBRECHT et al.,, 2011). O
trafego do glutamato e glutamina entre neurdnios e astrocitos ¢ chamado
de ciclo glutamato-glutamina (Figura 6) (LEHMANN; BETTE;
ENGELE, 2009; KOGA et al., 2011).

No neurénio, o glutamato serd transportado e acumulado dentro
de vesiculas sinapticas. Este transporte ¢ mediado por proteinas
especializadas presentes nas membranas dessas vesiculas, os
transportadores de glutamato vesicular (VGLUTs) (YUDKOFF et al.,
2005; COULTER; EID, 2012).

A concentracdo de glutamato dentro das vesiculas sinapticas ¢é
estimada em torno de 60-250 mmol/L, enquanto que sua concentragao
no citosol € de apenas alguns mmol/L. Durante a neurotransmissdo, a
concentragdo de glutamato na fenda sinaptica aumenta drasticamente. E,
para um controle da acdo excitatoria mediada por esse neurotransmissor
faz-se necessario que ocorra uma remogdo eficaz do mesmo da fenda
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sinaptica (HASSEL; DINGLEDINE, 2012; DANBOLT; FURNESS;
ZHOU, 2016).

Figura 6 - Representagdo esquematica do metabolismo do glutamato.
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Diagrama simplificado do metabolismo do glutamato no cérebro. Abreviagdes:
GLUTs, transportadores de glicose; PAG, Glutaminase ativada por fosfato; PC,
piruvato carboxilase; SAT2, sistema A de transporte de aminoacidos neutros;
SN1, sistema N de transporte de aminoacidos neutros; VGLUT, transportador
vesicular de glutamato; GS, glutamina sintetase. GLAST (EAATI1)/GLT-1
(EAAT?2), transportadores de aminoacidos excitatorio dependentes de sodio.
FONTE: Adaptado de Eid et al., 2013.

A presenga de transportadores de glutamato de alta afinidade
GLAST e GLT1 (também chamados de EAAT1 e EAAT2,
respectivamente) em astrocitos que envolvem as sinapses facilitam a
rapida remogdo do glutamato da fenda sinaptica (DANBOLT, 2001;
McKENNA, 2007). A falha destes transportadores em remover esse
excesso de glutamato do espago extracelular pode resultar em danos



51

excitotoxicos no neurdnio, podendo levar a morte neuronal
(TZINGOUNIS; WADICHE, 2007; SANACORA et al., 2008).

A excitotoxicidade neuronal geralmente se refere a lesdo e a
morte de neurdnios decorrentes da exposi¢do prolongada ao glutamato
com consequente aumento no influxo de ions nos neurénios pos-
sinapticos (DONG; WANG; QIN, 2009). Aumentos nas concentragdes
de glutamato na fenda sindptica promovem uma superativagdo de seus
receptores, NMDA e AMPA, levando a perda do potencial de
membrana o qual resultard em um excessivo influxo de Ca”" intracelular
(NEDERGAARD; TAKANO; HANSEN, 2002).

Apesar de possuir grande importancia para func¢do neuronal,
como na formagdo da plasticidade sindptica, uma sobrecarga de Ca’" ¢
particularmente neurotdxica pois pode levar a ativagdo de enzimas que
degradam proteinas, membranas e 4cidos nucléicos (WEBER, 2012).

Alteragdes nos niveis de Ca®" citosolico levam a ativacdo de
calpainas, endonucleases e fosfolipase A2, as quais tém sido implicadas
na morte neuronal por necrose. Altas concentragcdes deste ion também
interferem com a fun¢do mitocondrial, provocando um aumento na
geragdo de EROs (BOELSTERLI, 2009; DONG; WANG; QIN, 2009).

Aumentos exacerbados nos niveis intracelulares de calcio e
excitotoxicidade glutamatérgica sdo fendmenos muitas vezes associados
a indugdo de estresse oxidativo e comumente correlacionados com
condigdes divergentes tais como hipoxia, epilepsia, doengas
neurodegenerativas e psiquiatricas (MOSER et al., 2013).

2.3.2 Exposicdo a neurotoxicantes

O desenvolvimento do sistema nervoso desde a concepgdo até a
idade adulta ¢ extremamente complexo. Se algumas das etapas do
neurodesenvolvimento forem perturbadas, os efeitos provavelmente
serdo duradouros e possivelmente permanentes, podendo se manifestar
como déficits subclinicos em habilidades mentais ou disturbios
comportamentais mais severos (JULVEZ; GRANDIJEAN, 2009;
GIORDANO; COSTA, 2012; PARIKSHAK; GANDAL;
GESCHWIND, 2015).

A vulnerabilidade do SNC em desenvolvimento a agentes
nocivos em comparacdo com o adulto € relacionada a presenca de
diferencas fisiologicas e cinéticas incluindo a lenta formagéo da barreira
hematoencefalica (BHE) bem como a falta de enzimas metabolicas
essenciais para proteger o cérebro e eliminar esses agentes neurotoxicos
(COSTA et al., 2008; MOSER et al., 2013). O desenvolvimento da BHE
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¢ um processo gradual que comega no Utero e se completa em torno do
6° més pos-natal em humanos (GIORDANO; COSTA, 2012). Além
disso, a placenta ndo é capaz de bloquear a passagem de muitos
neurotoxicantes da circulacdo materna a fetal (ex. alcool). Exposi¢des
no periodo pos-natal também podem ocorrer pelo aleitamento materno
(ADINOLFI, 1985; GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006;
GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2014).

Estudos experimentais e epidemiologicos sugerem que uma série
de distarbios neuroldgicos decorrentes de perturbagdes ocorridas
durante o neurodesenvolvimento sdo, pelo menos em parte, atribuidas a
exposi¢cdes a agentes neurotdxicos durante os periodos fetal e infantil
(GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006; MOSER et al., 2013; TRAN;
MIYAKE, 2017).

Manifestacdes decorrentes de perturbagdes no desenvolvimento
do sistema neuroldgico, como transtorno do espectro autista (TEA),
transtorno do déficit de atengdo com hiperatividade (TDAH), dislexia e
outras deficiéncias cognitivas, afetam milhares de criangas no mundo
todo (BANERJEE; MIDDLETON; FARAONE, 2007; LANDRIGAN,
2010; GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2014; MODGIL et al., 2014).

Exposi¢des a neurotoxicantes durante o desenvolvimento também
causa danos silenciosos e seus efeitos deletérios podem se tornar
clinicamente evidentes apenas apds alguns meses ou até mesmo varios
anos apos a exposicdo. Com isso, exposigdes pré e pos-natal a fatores
ambientais também sdo correlacionadas com o aparecimento de doengas
neurodegenerativas na vida adulta (FRANCO et al, 2010;
GIORDANO; COSTA, 2012; CHIN-CHAN; NAVARRO-YEPES;
QUINTANILLA-VEGA, 2015; ANTONELLI et al., 2017).

Esse periodo silencioso pode ser explicado pela “hipotese
Barker” ou “base fetal das doencas adultas (FeBAD)” de que as doengas
que afetam adultos podem ter uma origem fetal, ou seja, essas doengas
sdo consequéncias de condigdes adversas do feto durante a gestacdo
(BARKER; OSMOND, 1986; GODFREY; BARKER, 2001).

Um numero crescente de toxicantes ambientais sdo implicados
como causadores de disturbios no desenvolvimento neurologico. Alguns
dos produtos quimicos identificados como neurotoxicantes do
desenvolvimento humano incluem: chumbo (HU et al.,, 2006);
metilmercurio (GRANDJEAN et al.,, 1997; DEBES et al., 2006);
bifenilos policlorados (PCB) (TILSON, 1998); etanol (JONES; SMITH,
1975) e agrotoxicos organofosforados.



53

2.3.2.1 Exposicdo a agrotoxicos durante o neurodesenvolvimento

Os agrotoxicos sdo um dos principais poluentes ou toxinas aos
quais os organismos vivos estdo expostos atualmente. Exposig¢des a
pesticidas, como os organofosforados, resultam em perda neuronal,
comprometimento cognitivo e disfuncdo motora. Essas alteracdes no
comportamento neurolégico podem estar associadas a doengas
neurodegenerativas (ROHLMAN; ANGER; LEIN, 2011; MODGIL et
al, 2014; SANCHEZ-SANTED; COLOMINA; HERRERO-
HERNANDEZ, 2016).

Apés analisar diversos estudos envolvendo exposicdo a
organofosforados, Mufioz-Quezada e colaboradores (2013), concluiram
que os mesmos forneceram evidéncias de que a exposicdo a estes
agrotoxicos durante o neurodesenvolvimento é um fator de risco,
principalmente quando as exposi¢des ocorreram durante periodo pré-
natal.

Shelton et al. (2014) avaliaram se a proximidade residencial a
areas agricolas na Califérnia (EUA) durante a gravidez estd associada a
transtorno do espectro autista (TEA) ou atraso no desenvolvimento
(AD) em um estudo de caso-controle com base populacional
denominado como Riscos de Autismo Infantil devido & Genética e ao
Meio Ambiente (CHARGE). Proximidade residencial das gravidas as
areas agricolas com aplicagdo de agrotoxicos organofosfatos,
organoclorados, piretroides e carbamatos foram avaliadas. A
proximidade aos organofosfatos em algum ponto durante a gestacdo foi
associada a um risco aumentado de 60% para TEA, sendo maior para
exposi¢des no terceiro trimestre gestacional. Os filhos de mées que
residiam perto de aplicacdes de inseticidas piretroides logo antes da
concepgdo ou durante o terceiro trimestre apresentaram maior risco para
TEA e AD. O risco de AD foi aumentado nas aplica¢des proximas aos
carbamatos, mas nenhum periodo vulneravel especifico foi identificado.
Os autores concluiram que o estudo fortaleceu as evidéncias que ligam
os disturbios do desenvolvimento neurologico com exposicdo a
pesticidas durante a gestag@o, particularmente aos organofosfatos, e
forneceu novos resultados de associagdes entre ETA e AD a piretroides
e carbamatos, respectivamente.

Em outro estudo, Hicks e colaboradores (2017) avaliaram a taxa
de diagnodsticos de ETA/AD em areas onde se emprega aplicagdes
aéreas anuais de pesticidas piretroides para combater encefalite
transmitida por mosquito. O estudo identificou uma taxa maior no
diagnostico de ETA/AD na area com aplicagdo de pesticidas aéreos.
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Thiruchelvam e colegas (2002) relataram que exposi¢des ao
herbicida Paraquat e ao fungicida Maneb durante periodos criticos do
desenvolvimento resultaram em lesdes permanentes e progressivas do
sistema dopaminérgico nigroestriatal, sugerindo que exposi¢do a esses
neurotoxicantes durante periodo de desenvolvimento pode estar
envolvida na indugdo de distirbios neurodegenerativos e/ou alterando o
processo normal de envelhecimento.

Os estudos que relatam uma ligagdo entre exposigdo a pesticidas
durante periodos criticos do desenvolvimento do SNC e disturbios
neurologicos demonstram claramente o potencial neurotdxico desses
compostos quimicos.

2.3.3 Exposicio a agrotoxicos e risco para transtornos psiquiatricos

A exposi¢do cronica a agrotoxicos também tem sido associada a
alteragdes psiquiatricas, incluindo transtornos afetivos como depressao,
ansiedade e comportamento agressivo. Além disso, diversos estudos
relatam que agricultores expostos a agrotoxicos tém taxas de suicidio
mais elevadas do que outros grupos ocupacionais e alguns sugerem que
isso pode ser parcialmente explicado pelos efeitos neurotoxicos desses
agrotoxicos (SALVI et al., 2003; FRANCO et al., 2010; WESSELING
et al.,, 2010; PARRON et al., 2011; FREIRE; KOIFMAN, 2013).

Faria e colaboradores (1999; 2014) demonstraram evidéncias da
associacdo entre intoxicagdes por pesticidas e transtornos mentais em
areas agricolas do Brasil. Em 1999, eles avaliaram através de um estudo
transversal as associagdes entre as caracteristicas do trabalho rural e a
ocorréncia de transtornos psiquiatricos menores (TPM, ex: ansiedade)
em 1282 trabalhadores agricolas de 446 fazendas. TPM foi encontrado
em 37,5% dos trabalhadores agricolas, sendo que o risco foi maior em
fazendas com uma extensdo de terra de 26 a 50 hectares, e menor, onde
havia um maior nivel de tecnologia do trabalho e escolaridade. A
prevaléncia de TPM foi maior entre os produtores de feijao e menor
entre os produtores de magd. Os autores afirmam que apesar de ser
impossivel definir a direcdo da ligagdo causal, a intoxica¢do por
pesticidas esta fortemente associada aos TMP (FARIA et al., 1999).

Ja em 2014, Faria, Fassa e Meucci investigaram a associacao
entre a exposi¢do de pesticidas e taxas de suicidio. Foram examinadas
as taxas de suicidio por um periodo de tempo de 15 anos (1996-2010),
seguido de um estudo ecologico utilizando taxas de suicidio
padronizadas pela idade para o periodo de 2006-2010. A unidade de
analise foi de 558 microrregides brasileiras. A série de tempos mostrou
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que houve maiores taxas de suicidio em pessoas entre 35 e 64 anos e
entre homens de 15 a 34 anos. As microrregides com maior uso de
pesticidas e com uma alta propor¢do de intoxicacdo por pesticidas
apresentaram taxas de suicidio mais altas para os trés grupos analisados:
ambos os géneros, homens e mulheres. Este estudo reforga a hipotese de
que o uso de pesticidas e a intoxicagao por pesticidas aumentam as taxas
de suicidio.

Jamal; Haque e Singh (2016) avaliaram os efeitos toxicos da
exposicdo a organofosforados em 187 pulverizadores de pesticidas em
plantagdes de manga na India quanto ao comprometimento
neurocognitivo ¢ ao estado de saude mental. Resultados demonstraram
que as taxas de ansiedade/insénia e depressdo grave foram
significativamente maiores nos pulverizadores de pesticidas quando
comparados com grupo controle (trabalhadores rurais ndo expostos a
pesticidas).

Bombardi (2011) demonstrou que dentre as circunstincias de
intoxicagdes por agrotoxicos de uso agricola no Brasil, no periodo de
1999 a 2009, a tentativa de suicidio teve lugar bastante significativo. A
autora relata que na regido Nordeste a tentativa de suicidio foi o
principal fator de intoxicacdo notificado sendo que em alguns estados
como Pernambuco e Ceara, a taxa de suicidio atingiu 75% dos casos de
intoxicacoes. Nos estados da regido Sudeste e Sul a taxa de suicidio foi
de pelo menos 25% dos casos notificados, atingindo valores superiores a
70% nos Estados do Espirito Santo ¢ Minas Gerais. A autora descreve
que uma das hipdteses para justificar esse nimero de suicidios
relacionados a intoxicagdo por agrotoxicos pode ser devido a transtornos
psiquiatricos causados pela propria exposi¢do aos agrotoxicos.

Segundo Bombardi, no mapa elaborado pela mesma e
representado na Figura 7,

(...) no periodo representado no Mapa 2 (1999 a
2009) foram notificadas 25.350 tentativas de
suicidio através do uso de agrotoxicos, isto
significa uma média de 2.300 tentativas de
suicidio por ano, ou seja, uma média de seis
tentativas de suicidio por dia, com a utilizacdo de
agrotoxicos (...) (BOMBARDI, 2011).
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Figura 7 - Representagdo esquematica das circunstancias em que ocorreram as
intoxicacdes por agrotoxicos de uso agricola no pais no periodo de 1999 — 2009.

Mapa 2
Brasil: Intoxicagao por Agrotéxico de Uso Agricola
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Os resultados apresentados na Figura 7 chamam a ateng@o para a
dimensao do problema e para a importancia em se adotar novas politicas
para a prote¢do da satide mental dos trabalhadores agricolas e das
populagdes expostas.

Considerando-se que o dano oxidativo causado pelos radicais
livres no cérebro pode estar envolvido na patologia das doencas que
afetam o SNC, tanto como causa primaria quanto como consequéncia
para a progressdo dessas doengas (GILGUN-SHERKI; MELAMED,
OFFEN, 2001; VAN VELZEN et al.,, 2017), e que a exposi¢do ao
glifosato ou ao HBG leva ao estresse oxidativo em varios tecidos,
incluindo o cérebro (EL-SHENAWY, 2009; LARSEN et al., 2012;
MODESTO E MARTINEZ, 2010), estudos investigando o papel do
estresse oxidativo na toxicidade do glifosato durante o periodo do
neurodesenvolvimento faz-se necessario.

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O conceito de estresse oxidativo foi publicado pela primeira vez
em 1985 por Helmut Sies, sendo definido como "Um disturbio no
equilibrio pré-oxidante-antioxidante em favor do primeiro”. Em 2007, o
mesmo autor atualizou o conceito para "um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma
interrupgdo da sinalizacdo redox e de controles e/ou a danos
moleculares" (SIES, 1985; SIES; JONES, 2007; SIES, 2015).

Nos sistemas biologicos a maioria dos elementos pro-oxidantes
provem do oxigénio, sendo denominados genericamente de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Em 1952, Conger e Fairchild
demonstraram pela primeira vez que o dano oxidativo mediado pelas
EROs ocorria nos organismos vivos. A partir desta descoberta, as EROs
e seu potencial deletério vém sendo relacionados com diversas doencas,
como cancer, diabetes, doengas neurodegenerativas, psiquiatricas,
cardiovasculares, e até mesmo com o processo de envelhecimento
(STUFFINS; WEATHERALL, 1945; GERSCHMAN et al., 1954
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SANCHEZ, 2012).

As EROs sdo divididas em dois grupos, os radicalares e os ndo-
radicalares. Dentre os radicalares, encontram-se o radical anion
superoxido (O,"7), radical hidroxila (‘OH), radical peroxil (ROO’) e
radical alcoxil (RO"); e no grupo dos ndo-radicalares, encontram-se
oxigénio singlete (102), peroxido de hidrogénio (H,O,) e acido
hipocloroso (HOCI) (SANCHEZ, 2012). As EROs nio-radicalares
mesmo nao possuindo elétrons desemparelhados, possuem reatividade
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devido 4 sua instabilidade. O radical hidroxila "OH ¢é considerado o mais
reativo e particularmente téxico pois tem a capacidade de reagir com
quase todas as moléculas bioldgicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Também sdo descritas espécies reativas de nitrogénio (ERNs),
dentre elas, o 6xido nitrico (NO"), éxido nitroso (N,O3), 4cido nitroso
(HNO,), nitritos (NO, ), nitratos (NOs3 ) e peroxinitritos (ONOO )
(SANCHEZ, 2012; CAROCHO; FERREIRA, 2013), e espécies reativas
de enxofre (ERSs). As ERNs juntamente com EROs representam a
classe mais importante de tais espécies geradas em organismos.

As ERO sdo geradas principalmente através de produtos
intermediarios do metabolismo celular oxidativo, pela redugdo
incompleta do oxigénio a dgua na cadeia transportadora de elétrons.
Cerca de 2% a 5% do O, metabolizado nas mitocondrias sofre redugédo
incompleta gerando O, (ZWART et al., 1999; INOUE et al., 2003;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Tanto 0 O, quanto o H,O, podem interagir com ions de metais
de transi¢do, como o ferro e o cobre por meio das reagdes de Fenton e
Haber-Weiss. Na rea¢do de Fenton, ocorre a geragdo de "OH por meio
da reacdo do H,O, com estes ions. Por outro lado, na reacdo de Haber-
Weiss estes ions catalisam a reagdo entre 0 HyO,e 0 O, , a fim de gerar
o 'OH (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; BARBOSA et al., 2010;
SANCHEZ, 2012).

As EROs também podem ser produzidas em processos
inflamatorios (NADPH oxidase em macrofagos ativados) (BABIOR,
1997; SANCHEZ, 2012); através de reagdes bioquimicas de oxidagio e
reducdo dependentes de O, (mediado pelas enzimas monoamino
oxidase, xantina oxidase, lipooxigenases, 6xido nitrico sintase, entre
outras) (SUGAMURA; KEANEY, 2011; SANCHEZ, 2012); pelos
mecanismos de detoxificagdo de farmacos e outros xenobidticos
(através da atividade enzimatica do citocromo P-450) (BLOKHINA;
VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; FRIDOVICH, 1998;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SANCHEZ, 2012).

2.4.1 Sistemas de defesa antioxidantes

Para detoxificar as EROs, todos os organismos aerobicos
desenvolveram um complexo sistema de defesa antioxidante. De acordo
com Halliwell (2007), os antioxidantes sdo definidos como "qualquer
substancia que atrasa, previne ou remove o dano oxidativo a uma
molécula alvo".
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Os efeitos nocivos das EROs sdo equilibrados pela acdo de
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos (VALKO et al., 2006). O
sistema antioxidante enzimatico mais eficiente envolve a glutationa
peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD). A
SOD dismuta o O,  gerando H,O, enquanto que a CAT e a GPx
convertem H,O, em H,O e O, (KAUR; LING, 2008). A agdo das
enzimas antioxidantes serve como uma tentativa das células em manter
baixas as quantidades do radical &nion superoxido e de perdxidos de
hidrogénio, evitando assim a formagdo do radical hidroxila, que ¢
altamente reativo e deletério as células (BOVERIS et al., 1997). O
sistema enzimatico também inclui as enzimas envolvidas na produgio e
manuten¢do da glutationa reduzida (GSH), tais como a glutationa
redutase (GR) e a glutamato-cisteina ligase (GCL) (DI GIULIO;
NEWMAN, 2013).

Os sistemas de defesas antioxidantes ndo enzimaticos sdo capazes
de prevenir o dano oxidativo por interagdes diretas e indiretas com as
EROs (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Uma grande variedade de
substancias constitui o grupo desses antioxidantes, os quais podem ter
origem biologica ou dietética (antioxidantes naturais ou nutricionais).
Entre os principais antioxidantes nio enzimaticos endogenos estdo os
antioxidantes tiois (GSH, tiorredoxina, acido lipdico), o acido urico e o
estradiol, entre outros, ¢ como antioxidantes exdgenos existem as
vitaminas E, C e A, os carotenoides, os polifenois, substancias sintéticas
(N-acetilcisteina), entre outros (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007;
BARBOSA et al., 2010).

A GSH, juntamente com seu sistema enzimatico acoplado, é uma
das defesas antioxidantes mais importantes nos organismos, tendo um
papel central na biotransformagdo e eliminacdo de xenobidticos e na
detoxificacdo celular de EROs nas células gliais (BOELSTERLI, 2009).
Trata-se de um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina, L-
v-glutamil-L-cisteinil-glicina (Gly-Cys-Glu) e pode ser encontrado tanto
na forma reduzida (GSH) quanto na oxidada (GSSG). E o tiol ndo
proteico mais abundante nas células (DRINGEN, 2000; DICKINSON;
FORMAN, 2002).

GSH participa nas reagdes de detoxificagdo de compostos
eletrofilicos ao atuar como substrato para a¢do da enzima glutationa-S-
transferase (GST). Também atua como doador de elétrons na redugdo do
peroxido de hidrogénio catalisada pela GPx. Essa doagdo de elétrons
para detoxificacdo de peroxidos leva a formacdo de GSSG, a qual é
reduzida novamente a GSH pela acdo da enzima GR em uma reacdo
dependente de NADPH. O NADPH ¢ proveniente do ciclo das pentoses
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pela atividade da enzima glicose-6-fostato desidrogenase (G6PD)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; DAMMEYER; ARNER, 2011).
Deplecdo de GSH através de conjugacdo ou perda pela excrecdo de
GSSG demandam reposi¢do pela via sintese de novo de GSH
(DICKINSON; FORMAN, 2002).

A ligagdo peptidica que liga o glutamato e cisteina na GSH ¢ feita
através do grupo y-carboxil do glutamato em vez do convencional grupo
a-carboxil. A unica enzima que pode hidrolisar essa ligagdo incomum ¢
a y-glutamil transferase (GGT), a qual esta presente somente no exterior
de superficies de determinados tipos de células. Como consequéncia, a
GSH ¢ resistente a degradacdo intracelular e somente ¢ metabolizada
extracelularmente por células que expressam GGT. Isso permite a
liberagdo de GSH para o meio extracelular onde serda quebrada em seus
aminodcidos constituintes, os quais serdo novamente absorvidos pelas
células e podem participar da sintese de novo de GSH (LU, 2013).

2.4.2 Estresse Oxidativo X Sistema Nervoso Central

O cérebro, ao ser comparado com outros 6rgdos, é especialmente
vulneravel ao estresse oxidativo por diversas razdes, tais como: alta taxa
metabolica oxidativa; quantidade abundante de lipidios com acidos
graxos insaturados que s@o alvos da peroxidacdo lipidica; presenca de
metais de transicdo no cérebro (ferro e cobre); elevada taxa de geracdo
de radicais livres derivados do metabolismo de neurotransmissores; €
em contrapartida, contém uma baixa atividade de enzimas antioxidantes,
como SOD, CAT e GPx. Além disso, a concentragdo de GSH no
cérebro ¢ menor que em outros orgdos, como figado, rim, baco e
intestino delgado (LEBEL; BONDY, 1991; BONDY; LEE, 1993; AOYAMA,
WATABE; NAKAKI, 2008; KAUR; LING, 2008; MAES et al., 2011; ASTIZ;
ALANIZ; MARRA, 2012; MAZZETI et al., 2015).

O cérebro consome mais oxigénio sob condigdes fisiologicas que
qualquer outro 6rgdo do corpo humano. O consumo de oxigénio
requerido pelo cérebro humano corresponde a 20% do total de oxigénio
no corpo, apesar deste representar apenas 2% do peso corporal
(AOYAMA; WATABE; NAKAKI, 2008). Os neurdnios estdo entre as
células mais ativas do metabolismo oxidativo, exigindo um delicado
equilibrio entre oferta e consumo de oxigénio e glicose (MAZZETI et
al., 2015). Esses processos levam a uma gerag@o elevada de EROs no
cérebro.

O hipocampo é uma das estruturas cerebrais mais sensiveis ao
estresse oxidativo. Varios estudos relatam que o estresse oxidativo no
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hipocampo causa uma diminui¢do da neurogénese e um aumento da
morte neuronal (WANG; MICHAELIS, 2010; VAN VELZEN et al.,
2017).

Embora diversos fatores possam precipitar o surgimento de EROs
no cérebro, um dos principais ¢ a excitotoxicidade glutamatérgica. O
aumento de glutamato na fenda sindptica com superativacdo de seus
receptores ¢ aumento no influxo de calcio intracelular, levam a
degeneracdo neuronal. Essa toxicidade desencadeada pelo glutamato
provoca um aumento na produgdo de radicais livres tais como
superdxido e hidroxila, os quais prejudicam o sistema de transporte
ionico da membrana resultando em diminui¢do nos niveis de GSH
(GILGUN-SHERKI; MELAMED, OFFEN, 2001; EMERIT; EDEAS;
BRICAIRE, 2004; KAUR; LING, 2008; SAYRE; PERRY; SMITH,
2008)

Ja é bem conhecido que o estresse oxidativo atua como um dos
principais fatores nas doengas neurodegenerativas (EMERIT; EDEAS;
BRICAIRE, 2004, AOYAMA; WATABE; NAKAKI, 2008).
Desequilibrio entre oxidantes e moléculas antioxidantes podem afetar o
aparecimento ou o curso de um numero comum de doengas
neurologicas, incluido doenca de Parkinson e de Alzheimer (MAES et
al., 2011; ROSSIGNOL; FRYE, 2014; MAZZETI et al., 2015)

2.4.3 Envolvimento do estresse oxidativo na toxicidade do glifosato
e/ou de herbicidas a base de glifosato

Diversos estudos tem demonstrado que os efeitos toxicos do
glifosato e/ou de herbicidas a base de glifosato parecem envolver a
inducdo de estresse oxidativo. Em 2012, Larsen e colaboradores
trataram ratos adultos durante 30 ou 90 dias com diferentes
concentracdes de glifosato (0,7 mg/L e 7 mg/L) na agua de beber. Este
estudo demonstrou que os ratos expostos ao glifosato apresentaram
aumento nos niveis de GSH (figado) e da atividade da GPx (figado, rim
e intestino delgado), as quais podem estar atuando como mecanismos
contra os efeitos deletérios do herbicida.

Nosso grupo de pesquisa também ja demonstrou que a exposicao
aguda a baixas doses de Roundup® induziu estresse oxidativo e ativou
multiplas vias responsaveis pelo estresse, levando a morte de células de
Sertoli em testiculos de ratos pré-pubere. Estes eventos foram
prevenidos pelo uso de antioxidantes como Trolox e acido ascorbico
(DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013).
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Um estudo realizado em peixes investigou os efeitos agudos do
glifosato sobre os biomarcadores de estresse oxidativo e defesas
antioxidantes. Os peixes foram expostos a diferentes concentragdes do
herbicida durante 96 h. Substincias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), proteina carbonilada e respostas antioxidantes foram
verificadas. A concentragdo mais alta do herbicida resultou na morte de
50% dos peixes ap6s o periodo de exposicdo. Niveis de TBARS
estavam elevados no figado ¢ musculo desses animais enquanto que o
contetido de proteina carbonilada estava aumentado no figado e cérebro.
A atividade antioxidante diminuiu no figado e cérebro (SINHORIN et
al., 2014a).

Martini e colaboradores (2016) ao estudarem o efeito do glifosato
sobre os genes que sdo regulados positivamente durante a adipogénese
verificaram que o glifosato foi capaz de inibir a inducdo de PPAR gama,
principal gene na adipogénese, mas ndo de C/EBP beta, gene que
precede a ativagdo da PPAR gama. Nas células 3T3-L1 o glifosato
aumentou a peroxidagd@o lipidica e a atividade da enzima antioxidante,
superdxido dismutase. Também foi verificado que a proliferacdo dessas
células foi inibida nas menores concentracdes de glifosato quando o
tempo de exposig@o foi prolongado. Assim, os autores concluiram que o
glifosato foi capaz de inibir a proliferacdo e diferenciagdo de pré-
adipocitos e induzir o estresse oxidativo, indicativos da sua capacidade
em alterar a fisiologia celular.
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2.5 HIPOTESE E DIVISAO DO ESTUDO

A exposicdo in vitro ou subcronica a formulagdo comercial HBG,
herbicida descrito como seguro pelo fabricante e pelas agéncias que o
regulamentam, tem potencial neurotoxico afetando diferentes rotas
metabdlicas e oxidativas no hipocampo de ratos expostos durante
periodos criticos do desenvolvimento neural. Esses eventos acarretam
no desenvolvimento de transtornos psiquidtricos que podem estar
envolvidos com a alta incidéncia de suicidios na populagdo rural. A
toxicidade da formulacdo comercial esta associada ao principio ativo
glifosato, ao seu metabolito AMPA, bem como aos demais adjuvantes
da formulagao.

Para comprovar essa hipotese, o presente estudo propos-se a
investigar alguns mecanismos envolvidos na neurotoxicidade induzida
pelo HBG, pelo glifosato de grau analitico (P.A., para analise) e pelo
seu principal metabolito AMPA, em células hipocampais de ratos. Além
disso, investigou-se se a exposi¢do ao HBG durante periodos criticos do
neurodesenvolvimento leva a alteragdes bioquimicas importantes no
cérebro de ratos resultando em alteragdes neurocomportamentais.

Para isso, o presente trabalho foi dividido em 3 estudos:

- Estudo I: Avaliacdo da toxicidade do HBG, do glifosato P.A. e
de seu metabodlito AMPA sobre parametros bioquimicos e de estresse
oxidativo em hipocampo de ratos imaturos (PND15) apds exposicao
in vitro;

- Estudo II: Avaliacdo da toxicidade do herbicida a base de
glifosato sobre pardmetros bioquimicos, de estresse oxidativo e
comportamentais em hipocampo de ratos imaturos (PND15) e adultos
(PND60) apos exposi¢ao in vivo,

- Estudo III: Efeitos da exposi¢do ao HBG ou ao glifosato P.A.
durante a diferencia¢do neuronal in vitro de células progenitoras neurais
murinas, C17.2






65

3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Materiais utilizados nos experimentos com animais

As substancias radiotivas rsCaer]-CaClz (sp. act. 321 KBg/mg Ca2+) e
2-["*C]-deoxi-D-glicose (*C-DG) (sp act 10,434 GBg/mmol), bem
como o liquido de cintilagdo biodegradavel Optiphase Hisafe III foram
obtids da Perkin Elmer (Waltham, MA, EUA) enquanto o L—[14C]—
glutamato (sp. act. 9,62 GBg/mmol) foi obtido da Amersham (Oakville,
Ontario, Canadd). A formulagdo comercial utilizada foi Roundup
Original® (sal de isopropilamina de Glifosato 480 g/L — 360 g/L
equivalente glifosato) (Monsanto, St Louis, MO, EUA), registrado no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sob o
numero 898793. O glifosato de grau analitico (P.A., para analise), o
acido aminometilfosfonico (AMPA) e os reagentes referentes as
analises de biomarcadores de estresse oxidativo foram adquiridos da
marca Sigma (St. Louis, MO, EUA). Os kits ELISA NF-kB p65 (Total)
InstantOne ELISA e InstantOnePhospho-NF-kB p65 (Ser536) foram
adquiridos da eBioscience® (San Diego, CA, EUA). Todos os demais
reagentes utilizados foram de grau analitico (P.A.). Para leitura da ABS
na medi¢do das atividades enzimaticas foi utilizado o leitor de placas
Tecan Infinito® 200 PRO.

3.1.2 Materiais utilizados nos experimentos com células

Foram utilizadas células C17.2, linhagem de células-tronco neurais
derivadas do cerebelo de camundongo, C17.2 (N° de Cat. 07062902,
ECACC, Salisbury, Inglaterra). Produtos quimicos e reagentes
utilizados no cultivo celular: leite em p6 desnatado e liofilizado (Bio-
Rad, Berkeley, California, EUA), Paraformaldeido (VWR, Radnor,
Pensilvania, EUA), Fenol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA),
Triton-TX-100 (Acros, Geel, Bélgica) e Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA). Meios de cultura utilizados: DMEM alta
concentracdo de glicose (do inglés “Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium”, D6546, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) e meio
Ham’s F-12K (“Kaighn’s Modification of Ham’s F-12 with L-
Glutamine”, ATCC® 30-2004, Manassas, Virginia, EUA).
Componentes utilizados nos meios: soro fetal bovino (SFB) (ref. 04-
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007-1A, BI, Cromwell, Conneticut, EUA), L-Glutamina (ref. 25030-
024, Gibco, Carlsbad, Califérnia, EUA), suplemento N2 (ref. 17502-
048, Gibco, Carlsbad, Califérnia, EUA) e Penicilina-Estreptomicina
(PEST) (ref. 15140-122, Gibco, Carlsbad, California, EUA). Corantes
fluorescentes utilizados nas células foram, Hoechst 33342 (#62249,
ThermoFischer Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA), MitoTracker®
Orange CM-H2TMRos e CellROX® Deep Red Reagent
(ThermoFischer Scientific, Carlsbad, California, EUA). Os anticorpos
primarios utilizados foram: Ac policlonal de coelho Anti-B-Tubulina III
(T2200, Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA); Ac policlonal de
cabra anti-VGIuT-1 (ab104899, Abcam, Cambridge, Inglaterra), Ac
monoclonal de camundongo a-internexina (MABS5224, Chemicon,
Rolling Meadows, Illinois, EUA), Ac policlonal de coelho NMDA-R1
(ab131452, Abcam, Cambridge, Inglaterra). Os anticorpos secundarios
utilizados foram: donkey anti-cabra AlexaFluor 555 (ab15013, Abcam,
Cambridge, Inglaterra), donkey anti-camundongo AlexaFluor 647
(ab150107, Abcam, Cambridge, Inglaterra) e donkey anti-coelho
AlexaFluor 488 (R37118, Molecular Probes, Carlsbad, Califérnia,
EUA). As células foram semeadas e tratadas em placas de 96 pocos
utilizando o equipamento “brago mecanico” Biomek® 4000 (Beckman
Coulter, Brea, California, EUA). Para analise quantitativa automatizada
e imparcial das imagens obtidas foi utilizado o microscopio de
fluorescéncia de analise de alto conteudo (HCA, sigla do inglés “High
Content Analysis” - ImageXpress XLS, Molecular Devices, Sunnyvale,
California, EUA). Para técnica da qPCR foi utilizado: RNeasy Micro
Kit (QIAGEN), cDNA iScriptTM (BIORAD, Hercules, Califérnia,
EUA), iTaq Universal SYBR Green Supermix (BIORAD, Hercules,
Califérnia, EUA). Para andlise da qPCR foi utilizado sistema CFX
ConnectTM em tempo real (BIORAD).

3.2 METODOS
3.2.1. Animais

Foram utilizados ratos machos (linhagem Wistar) com 15 dias de
idade ou ratas fémeas gestantes (linhagem Wistar) provenientes do
Biotério Central da UFSC, bem como a prole proveniente dessas fémeas
(15 e 60 dias de idade). Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
com controle do ciclo claro/escuro 12/12 h em sala climatizada com
temperatura controlada em 21 °C (+/- 1°C), com ragdo (Nuvital,
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Nuvilab CR1, Curitiba, PR, Brasil) e agua ad libitum. Todos os animais
foram monitorados quanto aos sinais clinicos de toxicidade relacionado
ao tratamento quimico. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC, Protocolos n°
PP00471/PP00820) e em concordancia com as recomendagdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

3.2.1.1 Protocolo experimental do tratamento in vitro das fatias de
hipocampo com HBG, Glifosato P.A. e AMPA — Estudo |

Animais com 15 dias de idade (PNDI15) foram eutanaziados por
decapitagdo e o hipocampo removido e fatiado (fatias com 300 um de
espessura). Para todos os experimentos in vitro, as fatias de hipocampo
foram previamente pré-incubadas por 15 min em tampao Solucao Salina
Balanceada de Hanks (NaCl 136,9 mM; KCI 5,36 mM; CaCl, 1,29 mM;
MgSO, 0,65 mM; KH,PO,4 0,441 mM; NaHCO; 0,417 mM; Na,HPO,
0,27 mM; D-glicose 6,1 mM) a 37 °C, pH 7,4, em banho metabdlico
Dubnoff sob agitagdo, para estabilizagdo dos tecidos, seguido por uma
incubacdo de 30 min na presenga ou auséncia de HBG 0,01%
(equivalente a 36 ppm de glifosato), ou 36 ppm de glifosato P.A. ou 36
ppm de AMPA.

3.2.1.2 Protocolo experimental do tratamento in vivo com Herbicida a
Base de Glifosato (HBG) — Estudo 1II

Ratas Wistar fémeas gestantes (5° dia gestacional, DGS5) foram alojadas
individualmente e divididas em 2 grupos (4 gestantes em cada grupo):
grupo controle, o qual recebeu agua da torneira durante o periodo de
tratamento; e grupo tratado, que foi exposto a 1% de HBG
(correspondente a 0,36% de glifosato) na agua de beber. O tratamento
foi iniciado no DGS5 e continuou até os filhotes completarem 15
(PND15) ou 60 dias pdés-natal (PND60). 1-2 dias ap6s o nascimento, o
tamanho das ninhadas foi padronizado de forma que cada rata foi
mantida com 8 filhotes/gaiola (4 machos e 4 fémeas, sempre que
possivel) durante todo o periodo de tratamento e manutencdo dos
animais. Ninhadas menores que 8 filhotes ndo foram incluidas. A
exposi¢cdo materna ao HBG abrangeu os periodos gestacional (DG5S ao
DG21-22) e de lactagdo (PND1 ao PND21). Com 21 dias de idade
(PND21) os filhotes foram desmamados e os filhotes machos foram
separados e alojados de acordo com seus respectivos grupos anteriores
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(quatro ratos por gaiola). O tratamento com 1% HBG na dgua de beber
(grupo tratado) ou somente com agua da torneira (grupo controle)
continuou até PND60 (Figura 8). Filhotes fémeas nao foram utilizados
nos experimentos. A dose materna de HBG foi equivalente a 70 mg de
glifosato/Kg/dia (NOAEL (nivel de dose sem observagdo de efeito
adversos) do glifosato para toxicidade materna é de 1000 mg/Kg de
massa corporal/dia de dosagem segundo a EPA (1993) e Williams,
Kroes e Munro (2000). O numero de animais utilizados em cada teste
foi de pelo menos 6 por grupo experimental. As solugdes contendo
HBG foram preparadas diariamente. O consumo materno de agua
durante os periodos gestacional e lactacional das ratas controles e
tratadas bem como o peso corporal dos filhotes machos foram
monitorados diariamente. Os testes neuroquimicos foram realizados em
PND15 e PND60, enquanto que os testes comportamentais foram
realizados apenas no PND60. Para investigar os efeitos neurotoxicos da
exposicdo ao HBG foram utilizados hipocampo de ambas as idades,
PND15 e PND60. Os animais foram eutanaziados por decapitacdo e os
hipocampos foram removidos e fatiados (fatias com 300 um de
espessura). Cada grupo experimental continha fatias hipocampais de
ratos de ninhadas diferentes (diferentes maes). As fatias foram
homogeneizadas nos tampdes especificos dependendo da determinagéo
bioquimica a ser realizada.

Figura 8 - Desenho experimental do tratamento in vivo com 1% HBG (0,36%
glifosato).

Exposicdo materna ao HBG I(_ __Exposigo direta dos filhotes ao HBG

1% HBG na dgua de beber (0,36% de glifosato)
Ratas
Wistar

ravidas Periodo Periodo lactacional
gestacional

DG21/22 PND21

DG5S Nascimento @ Desmame

Inicio do
tratamento

Tratamento iniciou no DGS5. A exposi¢do materna abrangeu periodo gestacional
e lactacional (DG5 a PND21). PND21 ocorreu o desmame (filhotes foram
separados das médes). Do PND21 ao PND60 o tratamento foi dado diretamento
aos filhotes (machos). As idades utilizadas nos experimentos correspondem aos
PND circulados com linha vermelha, PND15 ¢ PND60. Animais de ambas as
idades foram eutanasiados e o hipocampo removido para posteriores analises
bioquimicas. Somente o PND60 foi utilizado para experimentos
comportamentais. Siglas: DG, dia gestacional; HBG, Herbicida a Base de
Glifosato; PND, dia pds-natal. FONTE: Proprio autor.
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3.2.2 Captacio de 14C-glutamato

As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 15 minutos a 37 °C,
em solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS = CaCl, 1,29 mM, NaCl
137 mM, KCl 5,36 mM, MgSO, 0,65 mM, Na,HPO, 0,27 mM,
NaHCO; 0,417 mM, KH,PO4 1,1 mM, D-glicose 2 mM e Hepes 5 mM,
pH 7,4). Apés esse periodo, o meio foi trocado por HBSS fresco e o
tecido foi incubado durante 30 minutos na presenga ou auséncia de
glifosato P.A. ou AMPA. A captagdo teve inicio com a adi¢do de 0,33
puCi/mL [14C]— L-glutamato nos 10 min finais da incubagdo. A
incubacdo foi interrompida com a retirada do meio de captagdo seguida
por lavagem (duas vezes) com HBSS gelado. Solugdo de NaOH 0,5 M
foi adicionada para solubilizagdo das fatias. Apds a completa
solubilizagdo foi determinado o conteudo intracelular de glutamato por
cintilagdo liquida, medido em espectrometro de cintilagdo liquida
(Modelo LS 6500, Multi-Porpose Scintilation Counter-Beckman
Coulter, Boston, USA). A absor¢do independente de sodio foi
determinada usando N-metil-D-glucamina em vez de cloreto de sddio.
A absor¢do de glutamato dependente de sodio foi obtida subtraindo a
absor¢do ndo especifica da absor¢do especifica. Os resultados foram
expressos como nmol [14C]—Glutamato/ Lg proteina/min.

3.2.3 Influxo de “Ca’"

Fatias hipocampais foram pré-incubadas em tampao HBSS por 15 min a
37 °C, pH 7,4. Apo6s esse periodo, o meio foi trocado por HBSS fresco
com 0,1 pCi/mL #Ca®" e o tecido foi incubado durante 30 minutos na
presenca ou auséncia de glifosato P.A. ou AMPA. O #Ca®" extracelular
foi totalmente lavado com solugdo de lantanio (NaCl 127,5 mM, KCl
4,6 mM, MgS0O,4 1,2 mM, HEPES 10 mM, glicose 11 mM, LaCl; 10
mM) pH 7,2 a 2 °C por 10 min. A presenca de La’" durante o estagio de
lavagem foi utilizada para evitar a liberacdo do $Ca®" intracelular
(BATRA; SJIOGREN, 1983; ZAMONER et al., 2007). Ap6s 10 min a
solugdo de cloreto de Ilantinio foi removida e¢ o tecido foi
homogeneizado em solugdo de NaOH 0,5 M. A concentragdo de
proteinas em cada amostra foi determinada. Aliquotas de 100 pL do
homogeneizado foram colocadas em liquido de cintilagdo para a
determinacdo da radioatividade em espectrdmetro de cintilagdo liquida.
Os resultados foram expressos como pmol *Ca*’/ug proteina
(ZAMONER et al., 2007).
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3.2.4 Captacio de 14C-2-desoxi-D-glicose

Para determinacdo da captagdo de 14C—DG, fatias de hipocampo foram
primeiramente pré-incubadas em tampao HBSS pH 7,4 a 36 °C por 15
min para estabilizacdo do tecido. Em seguida o tecido foi incubado por
30 min em HBSS fresco contendo D-glicose 2 mM e 14C—desoxiglicose
0,2 uCi/mL na presenga ou auséncia de HBG, glifosato P.A. ou AMPA.
Apos a incubagdo, o tecido foi lavado com HBSS gelado e
homogeneizado em solugdo de NaOH 0,5 M. Aliquotas da amostra
foram colocadas em liquido de cintilagdo e a radioatividade foi medida
em espectrometro de cintilagdo liquida (Modelo LS 6500, Multi-
Porpose Scintilation Counter-Beckman Coulter, Boston, USA). Os
resultados foram expressos em mg de glicose/mL/pug de proteina.

3.2.5 Conteudo de glutationa reduzida (GSH)

O conteudo de GSH foi avaliado através da determinag@o dos tidis ndo
proteicos, uma vez que a mesma representa 95% do total destes tiois. A
avaliagdo foi realizada segundo o método descrito por Beutler, Duron e
Kelly (1963). Os niveis de glutationa foram medidos em
homogeneizados de hipocampo, preparados em dacido tricloroacético
12% (1:10, P:V), seguido por centrifugacdo a 5000 x g durante 5
minutos. Uma aliquota de 10 uL deste sobrenadante foi acrescentada em
190 pL de Tampao Fosfato 0,2 M pH 8,0. Posteriormente, 20 pL de
acido 5,5’-Ditio-bis(2-nitrobenzoico) 2,525 mM (DTNB; Reagente
Ellman) diluido em Citrato de Sédio 1% foram adicionados. A
absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 412 nm. GSH
reage com DTNB e por redugdo de GSSG, a GSH total (GSH + GSSG)
pode ser medida. DTNB reage com GSH para produzir um anion
conjugado, anion tiolato (TNB), de cor amarela, que pode ser detectado
por fluorescéncia ou absorbancia e é proporcional a quantidade inicial
de GSH (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009). Os resultados foram
expressos em graficos como conteudo de GSH em mmol/pg proteina.

3.2.6 Determinacio dos marcadores de danos oxidativos
3.2.6.1 Lipoperoxidacido tecidual —- TBARS

O malondialdeido (MDA), produto da peroxidagdo lipidica, ira reagir
com o acido tiobarbiturico (TBA), reacdo essa que produz uma base de
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Shiff de coloracdo rosa (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979; BIRD;
DRAPER, 1984). Os niveis de substancias reativas ao 4cido
tiobarbiturico (TBARS) foram medidos nas fatias hipocampais. As
fatias foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 20 mM,
0,1% Triton e NaCl 150 mM, pH 7,4 (1:20, p:v). O homogeneizado foi
centrifugado a 5.000 x g por 5 min. A uma aliquota de 100 puL do
sobrenadante foi acrescentado 1 mL de TCA 12% (para precipitacao das
proteinas) e agitado em vortex. Posteriormente, foi adicionado 900 pL
de tampdo Tris-HC1 0,06 M pH 7,4 ¢ 1 mL TBA 0,73%, agitado em
vortex e levado para aquecimento por 1 h a 100 °C. Apds este periodo as
amostras foram resfriadas em banho de gelo e centrifugadas a 10.000 x
g por 5 minutos. A reagdo colorimétrica das amostras foi medida em
espectrofotdmetro a 535 nm. Os resultados foram expressos como nmol
de MDA/g de proteina.

3.2.6.2 Proteina Carbonilada (PC)

Para determinar o dano oxidativo a proteinas por carbonilagdo foi
utilizado o método descrito por Levine e colaboradores (1990). As fatias
hipocampais foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 20
mM, 0,1% Triton e NaCl 150 mM, pH 7,4 (1:20, p:v). Inicialmente,
foram adicionados 200 pL da amostra em 600 pL de 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM preparado em solucdo de HCI 2
N, seguido de uma incubagdo durante 1 hora a temperatura ambiente
protegido da luz, com agitagdo continua. Apds este periodo foi
adicionado 600 puL. de TCA 20%, seguido de agitacdo em vortex e
incubacdo em banho de gelo durante 10 min. Em seguida foi realizada
uma centrifugacdo (5 min a 10.000 x g), ¢ o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi lavado por trés vezes consecutivas
(centrifugagdo por 5 min a 10.000 x g) com 800 pL de etanol-acetato de
etila (1:1 v/v). Finalmente, o excesso de etanol-acetato de etila foi
retirado com auxilio de um cotonete e foram adicionados 1 mL de
guanidina 6,0 M preparada em solu¢do de KH,PO4 20 mM, seguido de
incubacdo em banho-maria a 37 °C com agitagdo continua por 60 min e
centrifuga¢do por 5 min a 10.000 x g, para posteriormente proceder a
leitura a 360 nm do sobrenadante. A concentragdo de proteina
carbonilada foi expressa em pmol/mg de proteina.
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3.2.7 Determinacio da atividade enzimatica
3.2.7.1 Glutamina Sintetase (GS)

A atividade da GS foi realizada de acordo com o método descrito por
Petito et al. (1992) e modificado por Santos et al. (2006). Fatias de
hipocampo foram homogeneizadas em KC1 150 mM (tampio de lise). A
uma aliquota de 100 pL do homogeneizado foi adicionado 100 pL de
meio de reagdo contendo Imidazol-HC1 100 mM (pH 7,4), Glutamato 50
mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, Hidroxilamina 50 mM, MgCl, 10 mM e
ATP 10 mM e incubados por 30 min a 37 °C. A reacdo foi interrompida
por adi¢do de 400 pL. de uma mistura contendo FeCl; 370 mM, HCI
670 mM, TCA 200 mM, seguido por centrifugagdo a 10.000 x g por 10
min ¢ leitura da absorbancia do sobrenadante. O produto da reagdo, y-
glutamilhidroxamato, foi medido a 540 nm utilizando um leitor de
ELISA e convertido para a quantidade de produto formado por
comparagdo com uma curva padrio de y-glutamilhidroxamato. A
atividade enzimatica foi expressa como uM hidroxamato/mg proteina
(SHAPIRO; STADTMAN, 1970; SANTOS et al., 2006).

3.2.7.2 Gama-glutamil transferase (GGT)

Fatias hipocampais foram homogeneizadas em Tampdo Tris-HCI
100 mM, pH 8,5. A atividade enzimatica da GGT foi determinada
através da técnica modificada descrita por Orlowsky e Meister (1963),
utilizando o L-y-Glutamil-p-Nitroanilida como substrato e a glicilglicina
como molécula aceptora, com liberagdo de p-nitroanilina, a qual ¢
diazotada, gerando um composto final de cor rosea. Aliquotas do
homogeneizado foram incubadas com o substrato enzimatico por 90 min
a 37 °C e a reaglo enzimatica foi bloqueada pela adigio de 4cido
acético. Foi realizada a leitura da absorbancia a 530 nm. Resultados
foram expressos como U/L/pug proteina.

3.2.7.3 Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

Fatias hipocampais foram homogeneizadas em Tampao Tris-HC1 0,2 M,
pH 7,4. A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi
determinada através da reagdo com G6PD na presenca do NADP”, que
catalisa a oxidacdo da G6P a 6-fosfogliconato. A reacdo foi monitorada
de modo cinético a 570 nm durante 10 minutos. Os resultados foram
calculados pela avaliagdo do aumento da densidade Optica por minuto
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(declinio) da amostra contra o “declinio” da atividade enzimatica do
padrao da G6PD. O kit de ensaio para G6PD foi gentilmente fornecido
pela Intercientifica (S8o José dos Campos, SP, Brasil). Resultados
foram expressos como U/pug de proteina.

3.2.7.4 Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST)

Fatias hipocampais foram homogeneizadas em tampao Tris-HCI 50 mM
pH 7,4 e a atividade enzimatica foi medida colorimétricamente. Na
rea¢do, a alanina aminotransferase (ALT) catalisa especificamente a
transferéncia do grupo amina do substrato L-alanina para o «-
cetoglutarato com formagdo de glutamato e piruvato. A aspartato
aminotransferase (AST) catalisa especificamente a transferéncia do
grupo amina do substrato L-aspartico para o ca-cetoglutarato com
formacdo de glutamato e oxaloacetato. Tanto o piruvato quanto o
oxaloacetato formado reagem com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando
a hidrazona que adquire coloragdo maxima pela adi¢do de hidréxido de
sodio. A intensidade de coloragdo é proporcional a atividade enzimatica
da amostra e ¢ medida espectrofotometricamente em um comprimento
de onda de 505 nm. A atividade enziméatica da ALT e AST foi
determinada através da utilizagdo de Kits colorimétricos (Gold
Analisa®). Os resultados foram expressos como U/L/ug de proteina.

3.2.7.5 Colinesterase

A atividade da colinesterase foi determinada em fatias de hipocampo ou
soro através da reacdo de hidrolise do substrato Propioniltiocolina
mediada pela colinesterase, com a liberagdo de grupo sulfidrilico livre
ao nivel de Tiocolina. O grupo SH livre reage com DTNB (reagente de
cor) levando a formacdo de um composto amarelo, de absor¢do maxima
em torno de 410 nm. As fatias hipocampais foram homogeneizadas em
tampao Tris-HCl 50 mM pH 7.,4. O substrato e o reagente de cor foram
incubados em banho-maria a 37 °C por 3 min, em seguida foi
adicionado uma aliquota de amostra e realizada uma nova incubagao em
banho-maria a 37 °C e ap0s exatos 160 s foi acrescentado uma solugdo
inibidora. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em um
comprimento de onda de 410 nm. Resultados foram expressos como
U/mL/pg proteina.
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3.2.8 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A formacgdo de EROs foi medida utilizando a sonda diacetato de 2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA), a qual as células sdo
permeaveis. Esterases celulares hidrolisam a sonda para o ndo
fluorescente 2°,7° diclorodihidrofluoresceina (H,DCF), que é retido nas
células. Na presenga de EROs e peroxidases celulares, H,DCF ¢
transformado no 2’°,7’-diclorofluoresceina (DCF), substancia altamente
fluorescente (VINCENT et al., 2004). Fatias de hipocampo foram
homogeneizadas em solu¢do contendo fosfato de s6dio 20 mM e KCI
140 mM, pH 7.4, com posterior centrifugacdo (960 x g por 10 min a
4°C). Em placa preta de 96 pocos, 10 uL. de H,DCFDA 1 mM
(preparado em DMSO e protegido da luz) foram adicionados em 90 pL
de sobrenadante, seguido de uma incubagdo no escuro a 37 °C por 30
min. O produto foi detectado em comprimento de onda de excitagdo de
485 nm e comprimento de onda de emissdo de 520 nm. Os resultados
foram expressos em unidades arbitrarias, sendo os valores corrigidos
pela concentragdo de proteina de cada amostra.

3.2.9 Determinacio da atividade das enzimas antioxidantes

As fatias hipocampais foram homogeneizadas em uma solugéo contendo
fosfato de sodio 20 mM, ph 7,4; Triton 0,1% e NaCl 150 mM (1:20
p/v). As determinagdes foram realizadas utilizando o sobrenadante apos
centrifugacdo do homogeneizado (5.000 x g durante 5 min).

3.2.9.1 Glutationa redutase (GR)

A GR foi determinada pela medida da taxa de oxidagdo do NADPH a
340 nm devido a formacdo de GSH, a partir da GSSG, por acdo da GR
presente na amostra (CALBERG; MANNERVICK, 1985). Um meio de
reacdo contendo tampao fosfato de Potassio 0,1 M pH 7,0, NADPH,
agua destilada, glutationa oxidada (GSSG) e DPTA 5 mM foi
adicionado a amostra dando inicio a rea¢do que foi monitorada durante
3 min, gerando uma curva descendente. Os valores da atividade desta
enzima foram expressos em pmol/g/min.

3.2.9.2 Glutationa peroxidase (GPx)

Para a analise enzimatica de GPx, a reagdo utilizada foi baseada na
reducdo de tert-butilhidroperoxido (t-BuOOH) pela oxidagdo de GSH a
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GSSG, catalisada pela GPx, e subsequente regeneracdo de GSH pela
enzima GR com oxida¢do de NADPH em 340 nm. Portanto, a
velocidade de oxidagdo do NADPH ¢ proporcional a atividade da GPx
na amostra (FLOHE; GUNZLER, 1984). Para a realizagdo da técnica,
200 pL de um meio de reagdo contendo tampdo fosfato de Potassio
0,1 M (pH 7,0), NADPH, 4cido dietilenotriaminopentacético (DPTA)
5 mM, agua destilada, GSH e GR foi adicionado a amostra, seguido pela
adicdo de 5 uL de t-BuOOH. A reag¢do foi monitorada durante 3 min. Os
valores foram expressos em pmol/g/min.

3.2.9.3 Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente de
acordo com Habig, Pabst e Jakoby (1976). Neste protocolo foi utilizado
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 0,1 M como substrato para GST. A
GST ira promover a conjugagdo GSH-CDNB. A amostra foi adicionado
um meio de reacdo contendo (substrato), GSH 0,1 M e tampao fosfato
de Potassio 0,1 M pH 7.0. A reagdo foi monitorada
espectrofotometricamente por 60s a 340 nm. A atividade enzimatica foi
expressa em pmol/g/min.

3.2.9.4 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada baseando-se na velocidade de
degradacdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio
(AEBI, 1984). A uma aliquota da amostra foi adicionado 200 pL de
uma solugdo de de HO; 30% (10 mM) preparada em tampao fosfato de
Potassio 50 mM pH 7,0, seguida de leitura da queda da absorbancia em
240 nm durante 30s. Os valores foram expressos em mmol/g/min.

3.2.9.5 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida baseada na oxidacdo da adrenalina
(mudanga de pH 2,0 para pH 10,0) que produz o &nion superdxido
(0,7), e um croméforo rosa, o adrenocromo, o qual é mensurado em
480 nm (MISRA; FRIDOVICH, 1972; BOVERIS et al., 1983). A uma
aliquota da amostra, geralmente em torno de 5 a 40 uL dependendo da
concentragdo e atividade da enzima presente nesta aliquota, foi
acrescentado q.s.p. para 200 pL tampao glicina 50 mM pH 10,2,
seguido pela realizacdo de uma leitura pontual. Apos, foi adicionado
uma solugdo com adrenalina 60 mM pH 2,0, seguido por



76

monitoramento da reagdo durante 10 min. A adicdo de adrenalina
retarda a oxidagdo e consequentemente a produgdo de adrenocromo
através da enzima SOD. Curvas de 3 ou 4 pontos permitiram avaliar
indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Uma unidade de SOD ¢
definida como a quantidade de enzima que inibe a velocidade de
oxidagdo da adrenalina em 50%. Os resultado foram expressos como
USOD/mL.

3.2.10 Determinaciio da concentracio sérica da proteina S100B

O imunocontetido de S100B foi determinado de acordo com protocolo
de Leite et al. (2008) para detecg@o pelo método de ELISA em soro de
ratos controles e expostos ao HBG.

3.2.11 Medida das concentracoes de NF-kB total e fosforilado

Para analisar o efeito da exposi¢do ao HBG na fosforilagdo da proteina
p65 (subunidade de NF-xB), foram medidos os niveis total e fosforilado
de p65 (p65 e p-p6S, respectivamente). Fatias hipocampais foram
homogeneizadas em tampao de lise e a concentragdo de proteina foi
determinada (LOWRY et al, 1951). O teor total de proteina foi
ajustado, sendo utilizado 60 pg/amostra. A andlise foi realizada
utilizando um kit comercialmente disponivel com anticorpos
monoclonais especificos contra a proteina total p65 e especificamente
contra a proteina p65 fosforilada. O experimento foi realizado utilizando
os kits ELISA NF-xB p65 (Total) InstantOne ELISA e
InstantOnephospho-NF-kB p65 (Ser536) (adquiridos da eBioscience®,
San Diego, CA, EUA) de acordo com os protocolos do fabricante. Os
resultados foram expressos como % do controle.

3.2.12 Concentracio de Proteinas

A concentracdo de proteina das amostra foi avaliada pelo método de
Lowry et al. (1951). Uma curva padrao utilizando a albumina de soro
bovino (Sigma®) foi utilizada para calcular os niveis de proteina nas
amostras.
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3.2.13 Estudos comportamentais

Foram realizados estudos comportamentais nos animais expostos
subcronicamente ao HBG. Estes experimentos foram realizados em
parceria com o Prof. Dr. Rui Daniel Schroder Prediger (Departamento
de Farmacologia/UFSC). Animais no PND60 expostos ao HBG,
conforme descrito no tratamento in vivo, foram submetidos a diversos
protocolos experimentais com intuito de verificar possiveis alteragdes
sobre a funcdo neural, motora e comportamental dos mesmos. Todos os
animais foram testados no PND60. Os animais foram ambientados na
sala de testes por 1 h antes do inicio dos experimentos. Os
procedimentos foram realizados durante a fase leve do ciclo (10:00 -
17:00 h).

3.2.13.1 Campo Aberto

Para avaliar possiveis alteragdes locomotoras apos exposi¢do ao HBG
foi utilizado o modelo proposto por Hall e Ballachey em 1932. O teste
consiste na verificagdo  (medicdo) de algumas varidveis
comportamentais apos a inser¢do do animal em um novo espago aberto
do qual a fuga é impedida por paredes (WALSH; CUMMINS, 1976). O
aparato consiste em uma arena quadrada feita de madeira cuja area total
¢ de 1 m* (100 cm x 100 cm), cercada por paredes (40 cm de altura) e
com assoalho dividido por linhas pretas formando 25 quadrados (20 x
20 cm). O inicio do teste deu-se quando o rato foi colocado no centro do
campo aberto e explorou livremente o aparato durante 15 min. Os
experimentos foram filmados e a distancia total percorrida e o tempo de
permanéncia na regido central foram analisados através do software de
analise etologica AnyMaze® (Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA).
Entre cada animal o aparato era limpo com etanol 10%. A distancia total
percorrida foi utilizada como indice para a atividade motora.

3.2.13.2 Rotarod

O sistema do rotarod (Rotamex-V-EE/85), controlado por sistema
computacional (Columbus Instruments Computer-Counter Interface;
Ohio, EUA) foi utilizado para a avaliagdo da coordenagdo motora e do
equilibrio dos animais. O aparelho consiste de uma barra rotacional, que
pode girar com velocidade constante ou com aceleragdo regulavel de 1
rpm/s. Utilizou-se a versdo em aceleracdo do rotarod no qual os animais
foram colocados sobre um cilindro em rotagdo, com velocidade inicial
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de 5 rotagdes por minuto (RPM) e aceleragdo de 0,1 revolucdo/segundo,
pelo periodo maximo de 5 min, sendo a laténcia para queda (em s)
registrada numa tUnica sessdo de teste (SHIOTSUKI et al., 2010).

3.2.13.3 Teste do Nado for¢ado

O teste do nado forgado ¢ o mais utilizado e reconhecido como modelo
farmacolégico para a avaliagdo de comportamentos relacionados a
depressdo (PORSOLT et al., 1978). Os ratos machos com 60 dias de
idade foram forcados a nadar, individualmente, em um recipiente
cilindrico aberto de PVC (60 cm de altura, 30 cm de didmetro)
preenchido com agua (25 °C + 1 °C) até altura de 40 cm. No dia anterior
ao teste, os animais foram colocados para nadar neste cilindro durante
15 minutos (sessdao de treino) e apds 24 horas eles foram reexpostos ao
cilindro com agua durante 5 minutos (sessao de teste). A duragdo total
dos tempos de imobilidade e de escalada durante o teste (5 min) foram
avaliadas e utilizadas como um parametro tipo depressivo. Uma camera
de video digital montada sobre o tanque registrou o comportamento do
dos ratos durante o teste. As seguintes medidas foram avaliadas: (i)
tempo de imobilidade: o animal estava completamente imoével, sem
movimentos de membro, cauda ou cabega; (ii) tempo de escalada:
movimentos da pata dianteira contra a parede do tanque trazendo parte
do corpo para fora da agua (Figura 9). Imediatamente apos o teste, cada
animal foi removido da agua, secado com toalha e retornado a sua
gaiola doméstica. A 4agua do tanque foi trocada e o cilindro foi
enxaguado com agua limpa apos cada rato.

Figura 9 - Ratos submetidos ao teste do nado for¢cado (TNF).

T W

imobilidade | ([ Escalada )

Durante o TNF, os ratos podem se envolver em pelo menos duas formas
diferentes de comportamento: imobilidade e escalada.
FONTE: Figura adaptada de Cryan, Markou e Lucki, 2002.
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3.2.13.4 Consumo de sacarose

O teste de consumo de sacarose consiste de protocolo de livre escolha
entre duas solucdes, agua e sacarose 0,8%, e tem sido extensivamente
utilizado para avaliar os efeitos da anedonia induzida por estresse
(WILLNER et al., 1987, WILLNER, 2005). O procedimento foi
realizado em gaiolas individuais com livre acesso para comida. Cada
rato foi provido com 2 garrafas de d4gua (200 mL), uma em cada lado da
gaiola, durante 24 horas para a fase de treinamente (1° dia), onde o rato
¢ adaptado a beber das duas garrafas. Apds o treino, uma das garrafa foi
trocada por outra contendo solugdo de sacarose 0,8% e 24 h depois as
garrafas foram invertidas (2° dia), para evitar o viés da preferéncia do
animal por um lado especifico, € mantidas por mais 24 h (3° dia). As
garrafas foram pesadas diariamente e completadas com agua ou solugéo
de sacarose 0,8%. O consumo de liquidos foi medido diariamente.

3.2.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média = erro padrdo da média
(E.P.M.) de determinag¢des feitas em duplicatas em 3 a 4 experimentos
independentes. As comparacdes estatisticas foram realizadas através do
teste ¢ de Student, teste f com corre¢do de Welch, ANOVA de uma via
seguida de pods-teste com comparacdes multiplas (Bonferroni) ou
ANOVA de duas vias usando GraphPad InStat versdo 3.01 e GraphPad
Prism versdo 5.0, GraphPad software Inc, (La Jolla, Califérnia, EUA).
As diferengas foram consideradas significativas quando o p <0,05.

3.2.15 Simulacdes de acoplamento e dinAmica molecular

O estudo do acoplamento e dindmica molecular foi realizado em
parceria com o Prof. Dr. Guilherme Razzera Maciel (Departamento de
Bioquimica/UFSC). O software Autodock vina (TROTT; OLSON,
2010) foi utilizado para o acoplamento molecular. O receptor NMDA
foi preparado para o encaixe usando Chimera 10.1 (PETTERSEN et al.,
2004) em parametros padrao e campo de forca AMBER (WANG et al.,
2004). Os ligantes do glifosato e do acido glutamico foram selecionados
a partir do banco de dados Zinc (IRWIN; SHOICHET, 2005). O
glifosato usado foi modelado com carga liquida -2 em pH 7. Residuos
flexiveis, 3A do centro ligado ao ligante (bolsas de 4cido glutdmico ou
glicina), foram utilizados para correr a analise de acoplamento. A
postura AG inferior com RMSD (valor de desvio da raiz quadrada
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média, sigla do inglés, “Root Mean Square Deviation”) inferior ao
ligando cristalografico foi selecionada para simulagdes de dinamica
molecular (DM). A ligagdo do glifosato selecionada a partir da analise
de acoplamento usando a estrutura de 4NF8 PDB (sigla do inglés
“Protein Data Bank™) foi submetida a 12 ns de simula¢des de Dinamica
Molecular (glifosato no local de ligagdo da glicina e glifosato no local
de ligacdo do glutamato). 4NF8, ¢ uma estrutura cristalina do dominio
de ligacdo do ligando GluN1/GluN2A em complexo com glicina e
glutamato em solucdo PEG2000MME (Poli(etileno glicol) metil éter
2000). As simula¢des foram realizadas utilizando GROMACS 5.1.4
(VAN DER SPOEL et al.,, 2005). Foi utilizado o campo de forca
GROMOS96 43al e a topologia do ligando foi preparada pelo
PRODGR 2.5 (SCHUTTELKOPF; VAN AALTEN, 2004). O tempo
para todas as simula¢des foi de 2 fs. Primeiro, o complexo foi solvatado
em uma caixa cubica usando o modelo de agua do tipo SPC (sigla do
inglés “Simple Point Charge”) e o sistema foi neutralizado pela adigao de
contra-ions. Apds a minimizagdo de energia, duas DM de equilibrio de
500 ps foram realizadas em condi¢des NVP (com numero de atomos
(N), volume (V) e pressdao (P) contantes) e NPT (isotérmico-isobarico
ou com numero de atomos (N), pressio (P) e temperatura (T)
constantes). Para as corridas de equilibrio, as restricdes de posicdo
foram aplicadas a proteina e aos backbones do ligando. Finalmente, a
DM de producdo de 15 ns foi realizada em condigdes NPT (T = 300K, P
= 1 bar). As coordenadas Atom foram salvas a cada 10 ps. As energias
de ligacdo em kJ/mol (eletrostatica, solvatagdo polar, Van der Waals e
SASA) foram calculadas usando a ferramenta MM-PBSA (KUMARI;
KUMAR; LYNN, 2014) em cada 500 ps da dindmica. Parametros
padrdes foram usados em todas as instdncias. A analise de ligagdo do
ligando ap6s a dinamica de 12 ns foi analisada por LigPlot software
(WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995). PyMol
(www.pymol.org) foi utilizado para criar as imagens.

3.2.16 Protocolo de tratamento das células C17.2 com HBG ou
glifosato P.A. durante periodo de diferenciacio neuronal -
Estudo III

Todos os experimentos envolvendo cultura celular foram
realizados durante o estdgio sanduiche na Universidade de
Uppsala/Suécia sob supervisdo da Profa. Dra. Eva Brittebo ¢ com
colaboracdo do pesquisador Dr. Birger Scholz



81

3.2.16.1 Cultura e diferenciacdo celular

Para os experimentos foram utilizadas células C17.2, linhagem celular
de células-tronco neurais derivadas de cerebelo de camundongo (Cat.
07062902, ECACC, Inglaterra, Salisbury). As células C17.2 foram
semeadas em placas de 96 pogos, previamente revestidas com poli-L-
lisina 10 pg/mL, a uma concentragio de 4000 células/pogo. Nas
primeiras 24 horas (DIVO a DIV1, onde DIV: Dias In Vitro) as células
foram mantidas em meio de cultura para proliferagdo (descricdo do meio
encontra-se na Tabela 1) e incubadas em uma atmosfera umidificada
com 5% CO, € 95% de O, a 37 °C. Apds esse periodo, as células foram
lavadas com PBS e submetidas a diferenciacdo neuronal pela adicdo do
meio de diferenciacdo (Tabela 1) com ou sem HBG ou glifosato P.A. e
novamente incubadas em uma atmosfera umidificada com 5% CO, e
95% de O, a 37 °C por diferentes periodos de tempo de diferenciagdo
(24h, 3 dias ou 9 dias).

Tabela 1 - Diferentes meios utilizados durante a proliferacdo e a diferenciagéo
das células C17.2.

Meio de cultura Principais L-GIn SFB PE/ST Suplemento
(tempo) componentes
Proliferacdo DMEM alta glicose 2 mM 10% 1% -
(DIV0O a DIV1)
45% DMEM alta
Diferenciago glicose sem
neuronal glutamina 3 mM 0,5% 1% 1% de N2
(DIV1 em diante) +
45% Ham’s
F-12K com
glutamina

Abreviagdes: L-Gln, L-Glutamina;, SFB, soro fetal bovino; PE/ST,
penicilina/estreptomicina; DMEM, sigla do inglés “Dulbecco's Modified
Eagle's médium”.

Para os experimentos de diferenciagdo foram utilizadas células
entre as passagens 4-6. As diferentes concentracdes de HBG e glifosato
P.A. utilizadas, bem como os diferentes tempos de exposi¢do, variaram
conforme desenho experimental (Tabela 2). As concentragdes de HBG e
o glifosato P.A. foram preparadas utilizando o meio de diferenciagdo. O
grupo controle foi tratado apenas com o meio de diferenciagdo. A
escolha das concentragdes de HBG e glifosato P.A. foi baseada na dose
utilizada no Estudo I, exposicdo in vitro de fatias hipocampais ao HBG,
213 puM. Para os estudos de curto prazo (24h e 3 dias) tanto de
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exposicdo quanto de diferenciagdo, as células foram expostas a 5
concentracdes diferentes de HBG ou glifosato P.A. (D1: 0,213 uM; D2:
2,13 uM; D3: 21,3 uM; D4: 213 uM; DS: 2130 uM) a partir do DIV1.
Os tratamentos e tempos utilizados foram realizados individualmente
por placa, por exemplo, 1 placa de 96 pogos para glifosato P.A. 24h, 1
placa para HBG 24h, e assim por diante. Nos estudos de longo prazo (9
dias em meio de diferenciagdo — DIV1 a DIV10) as células foram
dividas em 3 grupos com diferentes tempos de exposi¢do (Tempo 1
(T1): DIVI a DIV10; T2: DIV4 a DIV10; T3: DIV7 a DIV10) e com 3
concentra¢des de HBG e glifosato (D1: 2,13 uM; D2: 21,3 uM; D3: 213
uM) em cada grupo, conforme figura abaixo (tabela 2; Figura 10). A
cada novo grupo exposto o meio de cultura dos demais também era
substituido. Os tratamentos foram realizados individualmente por placa,
por exemplo, 1 placa de 96 pogos para o glifosato P.A. e 1 placa para o
HBG. As exposi¢des foram iniciadas no DIV1 ou DIV4 ou DIV7 e
finalizadas no DIV10.

Figura 10 - Desenho experimental da diferencia¢do neuronal das células C17.2
no periodo de 9 dias (DIV1 a DIV10) expostas ao HBG ou glifosato P.A. em
tempos diferentes.

j(c]ele)e oXeXoXe oJeloXe)
(010020 OXOXOLO OXOXOXO) C: control
OO0O0QJI0OOOQOI0000 : contro’e
00000 000|000O0|| P1:2.13uM
l0000j0000j0 00 Of| D2:21.3uM
FlO0O0Q0JOCO0OOI0OOO|| D3:213 uM
H [0XO10X0, OXOL0X0 OXONOXC)
HOOOOI00O0OIOOOO
| >|
r : Células em meio de diferenciagio :
Células em meio de | >|
proliferagdo : Exposi¢io do DIV1 a DIV10 ||
| >|

| Exposi¢ao do DIV4 a DIV10 |
| >
| Exposiciao do |
| DIV7 a DIV10 |
Células C17.2 em meio de diferenciagdo (DIV1 ao DIV10) expostas ao HBG ou
glifosato P.A. em periodos diferentes, dependendo de cada tempo (T1: DIV1;

T2: DIV4, T3: DIV7). As 3 concentragoes escolhidas (2,13 uM; 21,3 uM e 213
uM) foram mantidas em todos os tempos.




&3

Tabela 2 - Desenho experimental (tempo em meio de diferenciagdo, tempos de
exposicao e concentra¢des) utilizado de acordo com a analise realizada.

Periodo de [ Is de
tempo em Tempo de HBG ou Glifosato P.A. Experimentos
meio de exposi¢cao (uM)
diferenciacio
D1: 0,213 -Contagem nuclear
DIV1 a DIV2 D2:2,13 (Hoechst);
24 horas (24h de exposigdo) D3:21,3 -MitoTracker®
D4: 213 Orange (atividade
D5: 2130 mitocondrial);
D1: 0,213 - Contagem nuclear
DIV1 a DIV4 D2:2,13 (Hoechst);
3 dias (3 dias de exposi¢do) D3:21,3 -Imunocitoquimica
D4: 213 (VGluT1 e
D5: 2130 B-Tubulina III);
- Contagem nuclear
T1: DIV1 aDIV10 (Hoechst);
(9 dias de exposigdo); D1:2,13 -MitoTracker®
9 dias* D2:21,3 Orange (atividade
T2: DIV4 a DIV10 D3:213 mitocondrial);
(6 dias de exposi¢do) - CellROX®;
-Imunocitoquimica
T3: DIV7 a DIV10 (VGIuT1;
(3 dias de exposi¢ao) B-Tubulina III;
NMDARI e a-
internexina);
RT-qPCR
3 dias** DIV1 a DIV4 213 yM - VGIuTl;
- NMDARI1
RT-qPCR
9 dias** DIV1 aDIV10 213 yM - VGluTl;
- NMDAR1

DIV, Dias In Vitro; D1, concentragdo 1; T1, tempo 1; [ ]s, concentragdes;
VGIuT1, transportador vesicular de glutamato 1; NMDARI, receptor
ionotropico de glutamato N-metil-d-Aspartato (NMDA); RT-qPCR,
Transcricdo Reversa (RT) e Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR). *Em todos os tempos de exposicao (T1, T2 e T3) todas as células
foram diferenciadas durante 9 dias, o que mudou entre cada tempo foi apenas o
dia de inicio da exposicdo com HBG ou glifosato P.A.. **Usados apenas para
analise RT-qPCR.

3.2.16.2 Contagem celular (Hoechst), Avaliagdo da atividade
mitocondrial (MitoTracker® Orange - MTO) e Deteccao de espécies
reativas (CellROX® Deep Red)

A contagem celular e a atividade mitocondrial foram avaliadas apos
tempo de diferenciagdo de 24 horas (DIV1 a DIV2, 24 horas de



84

exposicdo) e 9 dias (DIV1 a DIV10; T1, T2 e T3 de exposi¢do). Apos 9
dias em meio de diferenciagdo (DIV1 a DIV10; T1, T2 e T3 de
exposi¢do) também foi avaliado a detec¢do de espécies reativas. No
DIV2 (24 h) e no DIV10 (9 dias), as células foram incubadas por 30 min
a 37 °C com Hoechst 500 nM (colora¢io de contraste para 4cido
nucléico) e MTO 200 nM (marcador de atividade mitocondrial). No
DIV10 as células também foram incubadas com CellROX® Deep Red 4
UM (marcador de estresse oxidativo). Em seguida, as células foram
lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido 3% e submetidas a
analise utilizando o equipamento HCA (ImageXpress XLS, Molecular
Devices, Sunnyvale, California, EUA).

3.2.16.3 Imunocitoquimica

Analise imunocitoquimica foi realizada apos exposi¢ao de 24 h (DIV1 a
DIV2), 3 dias (DIV1 a DIV4) e 9 dias (DIV1 a DIV10; T1, T2 ¢ T3 de
exposi¢cdo). No DIV2 ou DIV4 ou DIVI10, as células C17.2 foram
lavadas em PBS e fixadas durante 20 min em paraformaldeido 3%.
Ap6s fixacdo, as células foram permeabilizadas com Triton TX-100
0,3% durante 10 min, seguida de incubacdo durante 60 min com solugdo
bloqueadora (5% de leite em pd desnatado em PBS (p/v)). Logo apos, as
células foram lavadas com PBS e incubadas com solugdo contendo os
anticorpos primarios (1% de leite em pd desnatado em PBS — p/v)
“overnight” a 4 °C. No dia seguinte, as células foram novamente lavadas
com PBS e incubadas com solugdo contendo os anticorpos secundarios
conjugados com fluoréforo (1% de leite em po desnatado em PBS — p/v)
durante 60 min em temperatura ambiente e protegido da luz. Para
coloracdo de contraste dos acidos nucléicos, as células foram incubadas
com Hoechst (500 nM) por 30 min a temperatura ambiente e protegidas
da luz. Os anticorpos primarios utilizados foram: Ac policlonal de cabra
anti-VGIuT-1 (1:200), Ac policlonal de coelho Anti-B-III-Tubulina
(1:300), Ac policlonal de coelho NMDARI1 (1:200) ¢ Ac monoclonal de
camundongo a-internexina (1:200). Os anticorpos secundarios
utilizados foram: donkey anti-cabra Alexa Fluor 555 (1:500), donkey
anti-camundongo AlexaFluor 647 (1:500) e donkey anti-coelho Alexa
Fluor 488 (1:500). Os anticorpos primarios NMDARI e a-internexina
foram utilizados apenas para estabelecer a diferenciacdo neuronal. Os
dados foram analisados com auxilio do equipamento HCA (High
Analysis Content - ImageXpress XLS).
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3.2.16.4 Transcricdo Reversa (RT) e Reag¢do em cadeia da polimerase
em tempo real (qQPCR)

Como complemento aos estudos de imunocitoquimica também foi
investigada alteragdo da expressdo do mRNA de VGIuT-1 e NMDARI1
através da técnica de RT-qPCR apos exposi¢do ao HBG e glifosato P.A.
durante diferenciagdo neuronal por 3 ou 9 dias. Todas as células (exceto
as do grupo controle) foram expostas a mesma concentragdo de HBG ou
glifosato P.A. (213 uM) a partir do DIV1. A extragdo do RNA foi
realizada no DIV4 ou DIV10. O RNA foi isolado com Trizol e para
cada amostra foi coletado o contetido de 4 pogos, totalizando 6 tratados
e 6 controles para cada um dos tratamentos. A extragdo do RNA com
Trizol foi seguida pela purificagdo do mesmo utilizando RNeasy Micro
Kit (QIAGEN). Os procedimentos para purificagdo seguiram as
recomendagdes do fabricante do kit comercial e os pellets foram
ressuspensos em agua livre de nuclease. RNA foi quantificado
utilizando espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA) e 1 pg foi utilizado para sintese de DNA
complementar (cDNA). A sintese de cDNA foi realizada em placas de
96 pocos utilizando o kit comercial iScriptTM cDNA synthesis kit
(BIORAD), seguindo as recomendagdes do fabricante. A qPCR foi
posteriormente conduzida usando amostras com iTaq Universal SYBR
Green Supermix (BIORAD) no sistema em tempo real CFX ConnectTM
(BioRad). Na corrida de qPCR, 1 pL do cDNA sintetizado foi
transferido para um nova placa ja contendo 19 pL de uma mistura de
primers e nucleotideos. A concentracdo final dos primers foi de 300 nM.
A quantidade dos genes utilizados como controle interno (Tbp e f-
actina) e como genes de interesse (VGIuT-1 e NMDAR1) foi avaliada
individualmente para cada uma das amostras. A RT-qPCR foi realizada
em duas etapas: RT (sintese de ¢cDNA): 1 ciclo de 95 °C por 2 min;
gPCR: 40 ciclos de 95 °C durante 7 s seguidos por ciclo de 59 °C
durante 26 s seguido por ciclo de 72 °C durante 12 s. A qualidade dos
primers foi controlada com subsequente andlise da curva de fusao.
Tanto a sintese de cDNA quanto a preparagdo das amostras com SYBR
Green foram conduzidas automaticamente com auxilio de brago
mecanico BIOMEK4000 para redugdo de variagdes na técnica. As
sequéncias nucleotidicas para os genes de interesse foram coletadas no
banco de dados UCSC genome. Os primers Forward e Reverse para
Tbp, B-actina, VGIuT-1 e NMDARI1 (Tabela 3) foram desenhados nas
regides conservadas do exon usando ferramenta online para desenho de
primers, Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A analise dos
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dados da corrida de qPCR foi realizada utilizando o método 2ddCT com
Tbp e B-actina como genes de controle interno. Significancia estatistica
foi calculada utilizando programa computacional “R” comparando o
grupo controle e grupo tratado com HBG ou glifosato P.A. em cada
ponto de tempo (DIV4 e DIV10) com o teste ¢ com corre¢do de Welch.

Tabela 3 - Sequéncias dos primers utilizados na qPCR.

Gene Primer Forward Primer Reverse
Tbp GGGGAGCTGTGATGT CCAGGAAATAATTCT
B- GTTGCTCTGACAACCACAGG CCTCTATGCCAACACAGTGC
Actina
VGIuT-1 GGGACTTGCTATGATGTTTGC TGTGCTAACCTTGTGCTTGG

NMDARI1 CGTTCTTGCCGTTGATTAGC CTGAACATGACTGGCTCTGG
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram realizados trés estudos usando diferentes
protocolos experimentais com intuito de avaliar a toxicidade do
herbicida glifosato durante o neurodesenvolvimento e também as
diferencas quanto toxicidade da formulacdo comercial, o principio ativo
glifosato e seu principal metabolito AMPA em hipocampo de ratos.

Cada estudo (I, II e III) contém descri¢do dos resultados, bem
como discussdo e conclusdes parciais.

4.1 ESTUDO I: AVALIACAO DA TOXICIDADE DO HBG, DO
GLIFOSATO P.A. E DE SEU METABOLITO AMPA SOBRE
PARAMETROS BIOQUIMICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
HIPOCAMPO DE RATOS IMATUROS (PND15) APOS EXPOSICAO
IN VITRO.

Neste estudo avaliamos os efeitos neurotdxicos da exposi¢do
aguda de fatias de hipocampo de ratos imaturos ao HBG, glifosato P.A.
e AMPA. Com intuito de avaliar os efeitos no sistema nervoso em
desenvolvimento foram utilizados ratos com 15 dias de idade. Em ratos,
o periodo entre 0 11° e 0 20° dia pos-natal estd associado com o pico da
sinaptogénese (SUTOR; LUHMANN, 1995).

O fracasso na proliferagdo celular ou na migracao celular devido
a exposicdo a toxicos tem efeitos deletérios profundos no cérebro em
desenvolvimento. Embora os neurdénios mantenham a capacidade de
realizar novas sinapses ao longo da vida, o periodo de desenvolvimento
cerebral, quando ocorre a sinaptogénese, ¢ fundamental para a formagéo
dos circuitos basicos do sistema nervoso (GIORDANO; COSTA, 2012).

4.1.1 Envolvimento do calcio no mecanismo de toxicidade induzido
pelo glifosato P.A. e pelo AMPA.

Para investigar o efeito do glifosato P.A. e do AMPA sobre o
influxo de *Ca®, fatias hipocampais foram incubadas com 0,1 pCi
*Ca*" durante 30 minutos com 36 ppm de glifosato P.A. ou de AMPA.
Conforme demonstrado na Figura 11, os resultados mostraram que a
exposicdo ao AMPA levou ao aumento no influxo de 45Ca%, sugerindo
que este metabolito € capaz de induzir uma excitotoxicidade através do
acumulo intracelular de Ca’. Nenhuma alteracdo foi observada no
influxo deste ion apds tratamento com o glifosato P.A.
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Figura 11 - Efeito da exposicdo in vitro ao glifosato P.A. e a0 AMPA sobre
o influxo de *Ca’*" em hipocampo de ratos imaturos, PND15. As fatias
hipocampais foram incubadas na presenca ou auséncia de 36 ppm de glifosato
ou 36 ppm de AMPA durante 30 min. Os experimentos foram realizados
individualmente e cada tratamento foi comparado com o respectivo controle. Os
resultados foram expressos como a média = E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Analise estatistica: teste ¢ de Student. **p <0,01, quando comparado com
o grupo controle.

4.1.2 Participacio do sistema glutamatérgico na toxicidade
ocasionada pelo glifesato P.A. e pelo AMPA sobre células
hipocampais

O efeito da exposi¢do aguda das fatias hipocampais de ratos
imaturos ao glifosato P.A. e ao AMPA foi avaliado sobre a captagdo
especifica de '*C-glutamato dependente de Na® (Figura 12), a qual
representa a principal forma de retirada do glutamato da fenda sinaptica.
Esta captacdo ¢ feita principalmente por transportadores especificos
presentes na membrana plasmatica dos astrocitos.

Quanto aos resultados in vitro nao foram observadas alteragdes
significativas na captagdo de 14C—glutamato dependente de Na' (Figura
12) tanto apos tratamento com o glifosato P.A. quanto com o AMPA.
Na captacdo independente de Na' (dados ndo mostrados) também nio
houve diferencas entre os grupos controle e tratado de ambos os
compostos.
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Figura 12 - Efeito da exposicio in vitro ao glifosato P.A. e ao AMPA sobre a
captacdo especifica de 14C-glutamato no hipocampo de ratos imaturos,
PND1S5. As fatias hipocampais foram incubadas na presenca ou auséncia de 36
ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de AMPA durante 30 min. Os experimentos
foram realizados individualmente e cada tratamento foi comparado com o
respectivo controle. Os resultados foram expressos como a média = E.P.M. de
08 animais em cada grupo. Andlise estatistica: teste ¢ de Student.

O glutamato extracelular captado pelos astrocitos através de
transportadores presentes na membrana das células gliais ira reagir com
a amonia para formar glutamina em uma rea¢do mediada pela enzima
GS. Esta enzima faz parte do ciclo glutamato-glutamina e esta envolvida
no metabolismo do glutamato. Os experimentos in vifro tanto apos
exposi¢do ao glifosato P.A. quanto ao AMPA (Figura 13) demonstraram
uma diminui¢do na atividade da GS.
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Figura 13 - Efeito da exposi¢do in vitro ao glifosato P.A. e ao AMPA sobre a
atividade da enzima glutamina sintetase (GS) no hipocampo de ratos
imaturos, PND15. As fatias hipocampais foram incubadas na presenga ou
auséncia de 36 ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de AMPA durante 30 min. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. de 08 animais em cada grupo.
Analise estatistica: ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni.
*p<0,05, quando comparado ao grupo controle.
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4.1.3 Estudo da acio do HBG, glifosato P.A. ¢ AMPA sobre a
atividade da enzima colinesterase em fatias hipocampais de ratos
imaturos, PND15

De acordo com a sua estrutura quimica, o glifosato ¢ classificado
como um herbicida pertencente a classe dos organofosforados. Esta
classe de pesticidas ¢ conhecida por inibir a enzima acetilcolinesterase
na jung¢do neuromuscular (DI GIULIO; NEWMAN, 2013). Apesar deste
efeito ser comum entre os inseticidas ¢ ndo entre os herbicidas
organofosforados, diversos estudos envolvendo espécies ndo mamiferas
demonstraram uma inibig¢do da acetilcolinesterase pelo glifosato
(CATTANEO et al, 2011; MENENDEZ-HELMAN et al., 2012).
Portanto, neste estudo foi avaliada a atividade desta enzima em fatias
hipocampais de ratos PND15 expostas ao HBG, glifosato P.A. ou
AMPA (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da exposicio in vitro ao HBG, glifosato P.A. e AMPA
sobre a atividade da enzima colinesterase no hipocampo de ratos imaturos,
PND15. As fatias hipocampais foram incubadas na presenca ou auséncia de
0,01% HBG (36 ppm de glifosato), 36 ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de
AMPA durante 30 min. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de
08 animais em cada grupo. Analise estatistica: ANOVA de uma via seguida do
teste de Bonferroni. * p<0,05; ** p<0,01, quando comparado ao grupo controle.

Podemos verificar que tanto o HBG, quanto o glifosato P.A. e o
AMPA foram capazes de diminuir a atividade da colinesterase no
hipocampo dos animais apds exposi¢ao in vitro a estes toxicantes.
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4.1.4 Efeito da exposicdo in vitro de fatias hipocampais de ratos
imaturos ao HBG, glifosato P.A. e AMPA sobre a captacio de M.
2-desoxi-D-glicose e a atividade das enzimas aminotransferases
(ALT e AST)

A Dbarreira hematoencefalica impede a entrada do glutamato
proveniente da circulagdo sanguinea, portanto, grande parte do
glutamato sintetizado no cérebro é dependente da glicose plasmatica.
Neste contexto, foram investigadas possiveis alteragcdes causadas pela
exposi¢do ao HBG, glifosato P.A. ¢ AMPA na captacdo da C-2-
desoxi-D-glicose. A figura 15 demonstra que tanto a formulacdo
comercial HBG quanto o metabolito AMPA promoveram um aumento
da captacdo de glicose. No entanto, o0 mesmo ndo foi observado apoés
exposicdo ao glifosato P.A., o qual provocou uma diminui¢do da
captacdo da 14C—2—desoxiglicose.
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Figura 15 - Efeito do tratamento in vitro com HBG, glifosato P.A. e AMPA
sobre a captacio de C-2-Desoxi-D-Glicose no hipocampo de ratos
imaturos, PND15. As fatias hipocampais foram incubadas na presenga ou
auséncia de 0,01% HBG (36 ppm de glifosato), 36 ppm de glifosato P.A. ou 36
ppm de AMPA durante 30 min. Os resultados foram expressos como média
+ E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Analise estatistica: ANOVA de uma via
seguida do teste de Bonferroni. * p<0,05; *** p<0,001, quando comparado ao
grupo controle.

Uma vez dentro dos astrocitos a glicose pode seguir varias rotas
metabdlicas, inclusive entrar no ciclo de Krebs como acetil-CoA via
piruvato desidrogenase. O intermediario do ciclo de Krebs, o o-
cetoglutarato, pode dar origem ao glutamato por agdo da glutamato
desidrogenase, ou atraves de reagdes de transaminagdo catalisadas pela
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
(BRADY et al., 2012). Por este motivo, também foi investigado o efeito
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da exposi¢do in vitro ao glifosato P.A. ¢ ao AMPA sobre a atividade
dessas aminotransferases. A figura 16 (A) mostra que apds a exposi¢do
in vitro das fatias hipocampais de ratos imaturos ao glifosato P.A. foi
verificado uma diminui¢do na atividade da ALT sem alterar a atividade
da AST; quanto a exposi¢do ao AMPA (Figura 16B), ndo foram
observadas alteragdes quanto a atividade dessas enzimas.
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Figura 16 - Efeito do tratamento in vitro com glifosato P.A. (A) e AMPA
(B) sobre a atividade das aminotransferases alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) no hipocampo de ratos
imaturos, PND15. As fatias hipocampais foram incubadas na presenga ou
auséncia de 36 ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de AMPA durante 30 min. Os
experimentos foram realizados individualmente e cada tratamento foi
comparado com o respectivo controle. Os resultados foram expressos como a
média £ E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Analise estatistica: Teste ¢ de
Student. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle.
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4.1.5 Efeito da exposicdo in vitro ao HBG, glifosato P.A. e AMPA
sobre parametros bioquimicos envolvidos no estresse oxidativo

Para avaliar uma possivel inducdo de estresse oxidativo em fatias
hipocampais de ratos imaturos expostas ao HBG, glifosato P.A. e
AMPA, pardmetros como peroxidagdo lipidica, oxidagdo de proteinas e
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foram estudados.

Também foram avaliados a atividade das enzimas antioxidantes e
os niveis de GSH. Nenhum aumento significativo nos niveis de TBARS
foram encontrados tanto no grupo tratado com o glifosato P.A. quanto
no tratado com o AMPA (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do tratamento in vitro com glifosato P.A. e AMPA nos
niveis de peroxidacio lipidica no hipocampo de ratos imaturos, PNDI15.
Resultados foram expressos como niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) decorrentes da lipoperoxidagao. As fatias hipocampais
foram incubadas na presenga ou auséncia de 36 ppm de glifosato P.A. ou 36
ppm de AMPA durante 30 min. Os experimentos foram realizados
individualmente e cada tratamento foi comparado com o respectivo controle. Os
resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Analise estatistica: Teste ¢ de Student.

Para avaliar a oxidacdo de proteinas, os niveis de proteina
carbonilada foram mensurados apos exposi¢do in vitro de fatias
hipocampais de ratos imaturos ao HBG, glifosato P.A. ¢ AMPA.
Conforme pode ser observado na figura 18, somente apos tratamento
com a formulacdo comercial HBG foi observado um aumento
significativo nos niveis de proteina carbonilada.
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Figura 18 - Efeito do tratamento in vitro com HBG, glifosato P.A. e AMPA
nos niveis de carbonilacio de proteinas no hipocampo de ratos imaturos,
PND15. As fatias hipocampais foram incubadas na presenca ou auséncia de
0,01% HBG (36 ppm de glifosato), 36 ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de
AMPA durante 30 min. Os experimentos foram realizados individualmente e
cada tratamento foi comparado com o respectivo controle. Os resultados foram
expressos como a média = E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Analise
estatistica: teste ¢ de Student.* p<0,05, quando comparado ao grupo controle.
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A formacdo de EROs (figura 19) também foi investigada neste
estudo. O aumento da fluorescéncia observado apos tratamento in vitro
com o glifosato P.A. indicou a presenca de EROs nas fatias hipocampais
tratadas com o principio ativo. Entretanto, nenhuma diferenca quanto ao
grupo controle foi observada apos tratamento com o HBG ou com o
AMPA.
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Figura 19 - Efeito do tratamento in vitro com HBG, glifosato P.A. e AMPA
na formacido de espécies reativas de oxigénio (EROs) no hipocampo de
ratos imaturos, PND15. A formagdo de EROs foi avaliada utilizando a sonda
diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA). As fatias
hipocampais foram incubadas na presenga ou auséncia de 0,01% HBG (36 ppm
de glifosato), 36 ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de AMPA durante 30 min.
Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Analise estatistica: ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni.
* p<0,05, quando comparado com o grupo controle.
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Ainda investigando o papel do estresse oxidativo no mecanismo
de toxicidade destes compostos, foram avaliadas as defesas
antioxidantes enzimaticas (SOD, CAT, GPx, GR, GST, G6PD, GGT) e
ndo enzimaticas (GSH).

Os resultados demonstraram que a formulagdo comercial HBG
ndo alterou a atividade da SOD, entretanto, tanto o glifosato P.A. quanto
0 AMPA aumentaram a atividade desta enzima (Figura 20A). Quanto a
atividade da CAT (Figura 20B), ap6s tratamento com o glifosato P.A.
foi verificado uma diminui¢do da atividade enquanto que apos
exposi¢do ao HBG e ao AMPA foi observado um aumento da atividade.
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Figura 20 - Efeito do tratamento in vitro com HBG, glifosato P.A. e AMPA
sobre a atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) (A) e catalase
(CAT) (B) no hipocampo de ratos imaturos, PND15. As fatias hipocampais
foram incubadas na presenga ou auséncia de 0,01% HBG (36 ppm de glifosato),
36 ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de AMPA durante 30 min. Os
experimentos foram realizados individualmente e cada tratamento foi
comparado com o respectivo controle. Os resultados foram expressos como a
média + E.P.M. de 08 animais de cada grupo. Analise estatistica: teste ¢ de
Student.* p<0,05; **p<0,01, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 21 - Efeito do tratamento in vitro com HBG, glifosato P.A. e AMPA
sobre a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) (A), glutationa
redutase (GR) (B) e glutationa S-transferase (GST) (C) no hipocampo de
ratos imaturos, PND15. As fatias hipocampais foram incubadas na presenca
ou auséncia de 0,01% HBG (36 ppm de glifosato), 36 ppm de glifosato P.A. ou
36 ppm de AMPA durante 30 min. Os experimentos foram realizados
individualmente e cada tratamento foi comparado com o respectivo controle. Os
resultados foram expressos como a média £+ E.P.M. de 08 animais de cada
grupo. Analise estatistica: teste ¢ de Student.* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001,
quando comparado ao grupo controle.

Quanto a atividade da GPx, tanto apds exposigdo ao
glifosato P.A. quanto ao AMPA ocorreu um aumento na atividade desta
enzima (Figura 21A). A enzima GR teve sua atividade aumentada apds
exposi¢do ao HBG e diminuida apos tratamento com o glifosato P.A.
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(Figura 21B). Somente o tratamento in vitro das fatias hipocampais com
o HBG ou com o AMPA demonstrou provocar uma diminui¢do na
atividade da GST (Figura 21C).

Foram estudados os efeitos da exposicdo ao glifosato P.A. e ao
AMPA nos niveis de GSH, bem como na atividade das enzimas G6PD ¢
GGT, responsaveis pela disponibilidade de NADPH para a redugdo da
glutationa e pela sintese de novo da GSH, respectivamente.
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Figura 22 - Efeito do tratamento in vitro com glifosato P.A. e AMPA sobre
os niveis de GSH (A) e a atividade das enzimas glicose 6-fosfato
desigrogenase (G6PD) (B) e gama-glutamil transferase (GGT) (C) no
hipocampo de ratos imaturos, PND15. As fatias hipocampais foram
incubadas na presenga ou auséncia de 36 ppm de glifosato P.A. ou 36 ppm de
AMPA durante 30 min. Os experimentos foram realizados individualmente e
cada tratamento foi comparado com o respectivo controle. Os resultados foram
expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais de cada grupo. Analise
estatistica: teste ¢ de Student. * p<0,05; ** p<0,01, quando comparado ao grupo
controle.
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Conforme demonstrado na figura 22, os niveis de GSH (Figura
22A) foram diminuidos apenas apds exposi¢do ao glifosato P.A., o qual
também aumentou a atividade da G6PD (Figura 22B). Ambos,
glifosato P.A. ¢ AMPA nio alteraram a atividade da GGT (Figura 22C).

4.1.6 Avaliacdo do envolvimento da via NF-kB apds exposicio in
vitro a0 HBG em fatias hipocampais de ratos imaturos

Considerando que eventos neurotdxicos sdo frequentemente
associados com neuroinflamacgédo foi investigado o envolvimento da via
NF-kB apos tratamento in vitro das fatias hipocampais de ratos PND15
com o HBG. Figura 23 demonstra que o tratamento in vitro das fatias
com o HBG diminuiu a fosforilagdo da p65 da NF-xB.
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Figura 23 - Efeito do tratamento in vitro com HBG na ativacio da via p65
NF-kB em hipocampo de ratos imaturos, PND15. Os niveis total e
fosforilado da p65 NF-kB foram determinados por ELISA. As fatias
hipocampais foram incubadas na presenga ou auséncia de 0,01% HBG (36 ppm
de glifosato) durante 30 min. Os resultados foram expressos como a média
+ E.P.M. de 08 animais por grupo e expressos como % do controle. Analise
estatistica: teste ¢ de Student. ** p<0,05, quando comparado ao grupo controle.

4.1.7 Comparacio dos efeitos do HBG, glifosato P.A. e AMPA apoés
exposiciio in vitro das fatias hipocampais de ratos imaturos

Os resultados obtidos até o presente momento apds exposi¢ao in
vitro de fatias hipocampais de ratos imaturos (PND15) com HBG,
glifosato P.A. ou AMPA durante 30 min foram compilados e resumidos
na tabela 4. Resultados ja publicados (marcados com *) estdo
disponiveis no artigo cientifico intitulado “Mechanisms underlying the
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neurotoxicity induced by glyphosate-based herbicide in immature rat
hippocampus: involvement of glutamate excitotoxicity”, publicado no
periodico “Toxicology” no ano de 2014 e aqui citado como CATTANI
etal., 2014 (ANEXO 1).

Tabela 4 - Comparagdo dos efeitos apds tratamento in vitro de fatias
hipocampais de ratos imaturos com HBG, glifosato P.A. e seu principal
metabolito AMPA sobre diversos pardmetros neuroquimicos.

HBG Glifosato P.A. AMPA
Influxo de *Ca*" 1 * = i
Captacio de [“*C]- b* = =
Glu dep. de Na*
Captaciio de '“C-2- i ) i
Desoxi-D-Glicose
Atividade da | I |
Colinesterase
Atividade da GS [ |
Atividade da AST L* = =
Atividade da ALT | * ) =
Niveis de GSH L * ) =
Atividade da G6PD J* 0 =
Atividade da GGT L* = =
Atividade da GR 1 ) =
Atividade da GPx = 1 1
Atividade da GST ! = |
Atividade da SOD = 1 1
Atividade da CAT 1 i) 1
Niveis de TBARS 1 = =
Niveis de PC 1 = =
Formacio de EROs = 1 =
NF-xB ! = =

Legenda: Glu dep. de Na', captagio de glutamato dependente de sodio; GS,
Glutamina sintetase; AST, Aspartato aminotransferase; ALT, Alanina
aminotransferase; GSH, glutationa reduzida; GO6PD, Glicose 6-fosfato
desidrogenase; GGT, gamma-glutamiltransferase; GR, glutationa redutase;
GPx, Glutationa peroxidase; GST, Glutationa S-transferase; SOD, Superoxido
dismutase; CAT, catalase; TBARS, espécies reativas ao acido tiobarbiturico;
PC, proteina carbonilada; EROs, espécies reativos de oxigénio; (1) aumento;
() diminui¢do; (=) pardmetro inalterado; (*) dados ja publicados em
CATTANI et al. (2014).
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4.1.8 Discussao

Glifosato, como ja foi descrito anteriormente, ¢ atualmente o
herbicida mais popular em wuso na agricultura, sendo utilizado
mundialmente em larga escala. Considerando-se que o Brasil é o maior
consumidor mundial de agrotoxicos, esta lideranca pode acarretar em
consequéncias desastrosas, gerando impactos tanto ambientais quanto a
satde humana.

Nas preparagdes comerciais a base de glifosato, o principio ativo
¢ misturado com diferentes adjuvantes com o intuito de facilitar a
penetragdo do agrotoxico nas membranas celulares das plantas,
aumentando assim a lipossolubilidade da molécula (GRESS et al.,
2015). Alguns autores sugerem que o produto formulado com estes
surfactantes pode ser ainda mais toxico que o herbicida isolado
(WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000; MESNAGE; BERNAY; SERALINI,
2013; SRIBANDITMONGKOL et al., 2012; DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI,
V. etal., 2013), provavelmente em decorréncia de um sinergismo entre os
componentes presentes na formulacdo comercial.

A andlise dos efeitos deletérios dos metabolitos dos agrotoxicos
também mostra-se ser de grande importidncia para avaliar os riscos
toxicologicos exercidos por esses. Ha diversas evidéncias de que
metabdlitos e impurezas revelaram-se toxicologicamente mais potentes
que seus compostos de origem (KWIATKOWSKA; HURAS;
BUKOWSKA, 2014). O principal metabolito do glifosato, o AMPA,
vem sendo apontado como um potente agente toxico com efeito cronico.
Em amostras de sangue humano apos intoxicagdo aguda por glifosato ja
foi detectada a presenca de AMPA (ZOUAOUI et al., 2013), sugerindo
uma possivel degradacdo do glifosato por microrganismos presentes no
intestino humano. Guilherme e colaboradores (2014) avaliaram o
potencial genotdxico representado pelo AMPA em peixes apos
exposi¢des de curta duragdo (1 a 3 dias) em concentragdes encontradas
no ambiente (11,8 e 23,6 mg/L). Os autores utilizaram o ensaio cometa
e a avaliacdo das alteragcdes nucleares eritrocitarias para demonstrar
danos no DNA e nos cromossomos, respectivamente. Os resultados
apontaram para um potencial genotoxico do AMPA em peixes e
enfatizaram a importancia de inclui-lo em futuros estudos sobre a
avaliacdo de risco de herbicidas a base de glifosato.

Considerando as evidéncias descritas acima, este estudo
investigou as possiveis alteragdes ocasionadas pela exposi¢do a um
herbicida a base de glifosato (formulagdo comercial), ao glifosato P.A. e
ao seu principal metabdlito AMPA em modelos animais in vitro.
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Através da exposi¢do de fatias hipocampais de ratos imaturos foi
possivel avaliar e comparar o potencial neurotoxico do HBG, do
glifosato P.A. e do AMPA.

Devido a grande importancia que o Ca*" possui para a fungdo
neuronal normal, também pelo fato que os niveis intracelulares deste ion
sdo mantidos sob estrito controle pelas células (CLAPHAM, 1995;
WEBER, 2012), e que altas concentragdes do mesmo podem contribuir
para a morte neuronal - o que estd relacionado com desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas (BIRD; PUTNEY, 2006; GLEICHMANN;
MATTSON, 2009) - avaliou-se o efeito do glifosato P.A. e do AMPA
no influxo de **Ca>" em hipocampo de ratos imaturos. Os resultados
apontam para um aumento no influxo de #Ca’" em fatias hipocampais
tratadas com o AMPA, o que ndo foi visto apds tratamento com o
glifosato P.A.. Em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa foi demonstrado que o HBG causa um aumento na captagdo de
calcio em hipocampo de animais imaturos (CATTANI et al., 2014) e em
células testiculares e de Sertoli de ratos de 30 dias idade (DE LIZ
OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013), ambos apo6s exposi¢ao in vitro. De
Liz Oliveira Cavalli et al. (2013) também demonstraram um aumento no
influxo de *Ca’" apoés exposigio ao glifosato P.A. em células
testiculares. Em contrapartida aos nossos achados, George e Shukla
(2013) demonstraram que o glifosato induziu um decréscimo na
concentracdo intracelular de Ca®" em células de queratindcitos humanos
HaCaT.

Um excessivo influxo de Ca®" através do estimulo ao receptor
glutamatérgico NMDA ¢ considerado uma importante causa de morte
neuronal seguida da exposi¢do a pesticidas (MCDONOUGH; SHIH,
1997; CATTANI et al., 2014). Esta morte é decorrente do conhecido
fendmeno chamado de excitotoxicidade glutamatérgica, o qual esta
ligado a wvarias doengas neurodegenerativas. O processo de
excitotoxicidade em neurdnios glutamatérgicos baseia-se no aumento do
glutamato na fenda sinaptica o que leva a uma superativagdo de seus
receptores, principalmente os ionotropicos, como o NMDA,
promovendo um aumento no influxo de calcio para o meio intracelular
(DANBOLT, 2001; PESSOA-PUREUR; WAJNER, 2007). Com isso,
também investigamos a captagdo de 14C—glutamato em fatias
hipocampais de animais imaturos expostas ao AMPA e ao glifosato
P.A., bem como a atividade das enzimas envolvidas no metabolismo
deste importante aminodcido excitatéorio, como a GS e as
aminotransferases ALT e AST.
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Nao foram encontradas alteragdes na captagdo de 14C—glutamato
dependente de sodio tanto apds exposi¢do ao AMPA quanto ao glifosato
P.A.. Estes resultados foram diferentes quando a avaliacdo foi feita apos
exposicdo ao HBG, uma vez que foi observada uma diminui¢do
significativa na captagdo de L-[’H]glutamato especifica (dependente de
Na') no hipocampo de animais com 15 dias de idade apés exposi¢do in
vivo e in vitro (CATTANI et al., 2014).

Embora o glifosato P.A. ¢ o AMPA ndo tenham alterado a
captacdo de [14C]—glutamato, ambos 0s compostos promoveram uma
diminuicdo na atividade da GS. Este efeito estaria indicando uma
diminui¢do na conversdo de glutamato em glutamina, com consequente
aumento nos niveis de glutamato nos astrocitos, o qual pode ser
novamente direcionado a fenda sinaptica através de transportadores
presentes na membrana astrocitdria. Diminui¢do na atividade da GS
também foi observado apos exposi¢do ao HBG (CATTANI et al., 2014)
em hipocampos de ratos imaturos e apds exposi¢cdes ao manganés em
cultura de astrocitos (DENG et al., 2012) e no SNC (SIDORYK-
WEGRZYNOWICZ; ASCHNER, 2013). A conversdo de glutamato em
glutamina pela GS, realizada nos astrocitos, representa um mecanismo
chave na regulac¢do da neurotransmissdo excitatoria e diminui¢do de sua
atividade vem sendo relacionado a epilepsia (SWAMY et al., 2011).

Com relagdo a atividade das enzimas aminotransferases ALT e
AST, nenhuma alteracdo foi observada apos exposicdo ao AMPA. O
glifosato P.A. provocou uma diminui¢do apenas na atividade da ALT.
Ja em nosso trabalho anterior, envolvendo o HBG (CATTANI et al.,
2014), foi demonstrado que a exposi¢ao in vitro de fatias hipocampais
de ratos imaturos a formulacdo comercial leva a uma diminuigdo na
atividade de ambas as enzimas. Em um estudo in vitro realizado por El-
Demerdash, Yousef e Elagamy em 2001 foi demonstrado que tanto o
glifosato quanto o paraquat sdo capazes de inibir as enzimas séricas
AST e ALT apds exposi¢do in vitro. Por outro lado, Sinhorin e
colaboradores (2014b) demonstraram que apoés exposi¢do aguda ao
HBG (Roundup® Original) ocorreu um aumento na atividade da ALT
sérica em peixes. As enzimas aminotransferases ALT e AST sdo
responsaveis pela conversdo de aminoacidos como a alanina e o
aspartato aos seus o-cetoacidos correspondentes (piruvato e
oxaloacetato, respectivamente). A ALT estd envolvida na sintese do
neurotransmissor glutamato em neurdnios glutamatérgicos (DESAI;
DESAI, 2008). Portanto, a modulagdo na atividade da ALT observada
apos exposicdo ao glifosato P.A. pode afetar a disponibilidade de
glutamato nas células neurais. Com base nos resultados anteriores do
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grupo quanto a atividade dessas enzimas, pode-se verificar novamente
uma maior toxicidade do HBG quando comparado ao glifosato P.A. e ao
AMPA. Provavelmente devido ao sinergismo entre o principio ativo e
algum componente da formulagdo comercial, o que potencializaria o
efeito toxico deste herbicida.

O metabolismo energético nos neurdnios requer a absor¢do de
glicose e o consumo de oxigénio. A glicose € o combustivel energético
obrigatorio no sistema nervoso central e é o Unico substrato capaz de
sustentar completamente todas as atividades neurais. Os astrocitos
requerem ATP para manter o processo de captacdo de glutamato e a
despolarizagdo neuronal. Estima-se que cerca de 90% da demanda de
glicose do cérebro ¢ utilizada para manter os gradientes necessarios para
a realizag@o dessas acdes. A glicose também ¢ responsavel por fornecer
ao cérebro precursores de ribose-5-fosfato para a sintese de nucleotideos
e NADPH, o qual é requerido, além de outras fungdes, como doador de
elétrons na reag@o para a reducdo da glutationa oxidada (MCKENNA et
al., 2012). A maioria das doengas cerebrais esta associada com
mudangas regionais no metabolismo basal (SMALL et al., 2011).
Portanto, investigamos a captacdo da 14C—2—desoxi—D—glicose em fatias
hipocampais de animais imaturos expostas ao HBG, ao glifosato P.A. ou
ao AMPA.

Os resultados demonstraram um aumento na captagdo de '*C-2-
desoxi-D-glicose induzida pelo HBG e pelo AMPA, o que pode indicar
uma maior demanda de ATP pelo astrocito para tentar manter o
processo de captacdo de glutamato e evitar um aumento deste na fenda
sinaptica. Como demonstramos Previamente (CATTANI et al., 2014), o
HBG diminuiu a captagdo de 4C—glutamato ap0s exposicdo in vitro.
Logo, o aumento na captacdo de glicose pode ser uma tentativa de suprir
as alteragdes metabodlicas causadas pela diminuigdo na captacdo de
glutamato. Por outro lado, o glifosato P.A. provocou uma diminui¢do na
captacdo de 14C—2-desoxi—D-glicose. Inibigdo da captacdo de glicose
decorrente da exposicdo ao glifosato P.A. pode estar indicando um
déficit no metabolismo basal das células neuronais hipocampais. Outros
agrotdxicos, como o malation e o paraquat, também ja demonstraram
provocar uma diminui¢do na captagdo de glicose. Em 1980, Chowdhury
e colegas verificaram que uma Unica dose do agrotoxico malation
reduziu consideravelmente a absor¢do de glicose no epitélio intestinal
de ratos. Shibata e colaboradores (2010) demonstraram que o paraquat
induziu diminuigdo na captagdo de glicose em células 3T3-L1.

Os agrotoxicos organofosforados sdo conhecidos por inibir a
atividade da enzima colinesterase, o que resulta em um actimulo de
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acetilcolina na fenda sinaptica. Este acumulo provoca uma profunda
excitacdo e disfungdo dos neurdnios colinérgicos no cérebro devido a
super ativagdo de seus receptores (FULTON; KEY; 2001;
BOELSTERLI, 2009). Esta super ativagdo dos receptores colinérgicos
também pode resultar em desequilibrio na atividade GABAérgica e
glutamatérgica causando lesdes neuronais. A perda da integridade da via
colinérgica resulta em uma variedade de efeitos negativos que
subsequentemente causam morte neuronal (CHEN, 2012; ZAGANAS et
al., 2013; GUNGORDU, 2013). O glifosato, mesmo sendo
estruturalmente relacionado aos organofosforados, ¢ considerado seguro
quanto ao efeito sobre a atividade da colinesterase devido a falta de um
grupo quimico especifico em sua molécula que indique neurotoxicidade
(MESNAGE et al., 2015a). Entretanto, diversos estudos vem relatando
uma inibi¢do da colinesterase em estruturas cerebrais apos exposi¢do ao
glifosato (GLUSCZAK et al., 2006; MODESTO; MARTINEZ, 2010;
SALBEGO et al., 2010; CATTANEO et al., 2011). Mediante o exposto,
procuramos avaliar a atividade da enzima colinesterase em fatias
hipocampais de ratos imaturos apds tratamento com HBG,
glifosato P.A. e AMPA.

Os resultados demonstraram uma diminui¢do na atividade da
colinesterase provocada por todos os toxicantes apds exposi¢do in vitro
das fatias hipocampais. Salbego e colaboradores (2010) mostraram que
exposicdes de longo prazo ao HBG afetam a atividade da
acetilcolinesterase cerebral em peixes. Outro estudo envolvendo peixes
também demonstrou que o HBG foi capaz de inibir a acetilcolinesterase
em musculos e no cérebro dos animais (MODESTO; MARTINEZ,
2010). Em contrapartida, no trabalho de Kwiatkowks, Nowacka-
Krukowska e Bukowska (2014) ndo foram encontradas diferengas
significativas que indicassem uma inibi¢do da acetilcolinesterase apds
exposi¢do ao HBG e respectivos metabdlitos em eritrocitos humanos, os
quais possuem uma acetilcolinesterase considerada bioquimicamente
similar a presente nas sinapses neurais.

Geracdo excessiva e desregulada de EROs e ERNs, bem como
um desequilibrio no sistema enzimatico antioxidante com consequente
dano tecidual tém sido frequentemente demonstrados apos exposi¢do a
diferentes pesticidas (BANERJEE et al., 1999; INBARAJ; CHIGNELL,
2004, GEHIN; GUYON; NICOD, 2006; FRANCO et al., 2009; LARSEN et al.,

2012). As caracteristicas anatomicas e fisiologicas do cérebro fazem com
que este orgdo seja especialmente vulneravel aos insultos decorrentes do
excesso da produgdo de radicais livres, o qual é um fendmeno comum
na neurotoxicidade (LEBEL; BONDY, 1991; BONDY; LEE, 1993).
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Apesar dos mecanismos de toxicidade do glifosato ndo estarem
bem evidenciados, crescentes achados quanto a geracdo de estresse
oxidativo decorrentes da exposi¢do a este agrotoxico implicam no fato
de que este processo pode ser um dos potenciais mecanismo de agdo do
herbicida (ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014). Em 2005, Peixoto
relatou que o Roundup® afeta a cadeia transportadora de elétrons ao
nivel dos complexos I e I11, podendo aumentar entdo a produgdo do O,
desencadeando assim um estado de estresse oxidativo e respostas
antioxidantes. Diversos estudos envolvendo peixes também vem
relacionando uma interferéncia no sistema antioxidante destes animais
ap6s exposi¢do ao glifosato ou ao HBG (LUSHCHAK et al., 2009;
CATTANEO et al.,, 2011; NWANI et al., 2013; SINHORIN et al., 2014b;
WEBSTER; SANTOS, 2015), o qual também ja foi demonstrado em
espécies de anfibios (GUNGORDU, 2013). No entanto, o efeito da
exposicdo ao glifosato ou ao HBG na atividade de enzimas
antioxidantes, incluindo SOD, GST e CAT, variam consideravelmente
de acordo com o protocolo experimental e as espécies utilizadas
(ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014).

Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram que apos
exposi¢do in vitro ao HBG ocorreu diminui¢do nos niveis de GSH
acompanhada da diminui¢do na atividade das enzimas G6PD e GGT
(CATTANI et al., 2014). No presente estudo foi demonstrado
diminui¢do na atividade da GST e aumento na atividade da GR e da
CAT apoés exposicdo ao HBG. Nenhuma alteragdo foi encontrada
quanto a atividade da GPx e da SOD. A enzima GR ¢ responsavel pela
reducdo da glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH) as
custas de NADPH (HUBER; ALMEIDA, 2008); portanto, o aumento da
atividade desta enzima pode ser uma resposta compensatdria para tentar
reverter os baixos niveis de GSH induzidos pela exposi¢do ao HBG. A
exposicdo ao HBG também foi capaz de promover lipoperoxidagdo
(CATTANI et al.,, 2014) e carbonilagdo de proteinas, sugerindo a
inducdo de estresse oxidativo pela exposi¢do a formulacdo comercial.

Deplecdo nos niveis de GSH e aumento da lipoperoxidacdo apds
tratamento com o HBG em fatias de hipocampo de ratos imaturos
também ja foram demonstrados por El-shenawy (2009) em tecido
hepatico de ratos adultos. Larsen e colaboradores (2014), no entanto,
demonstraram um aumento nos niveis totais de GSH em fragdes
subcelulares de figado de ratos Wistar apos exposicdo a uma formulagao
comercial de glifosato.

Quanto aos resultados encontrados apds exposicdo ao
glifosato P.A., foi visto que 0 mesmo promoveu uma redugdo nos niveis
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de GSH, bem como uma diminuig¢do da atividade da GR e da CAT ¢ um
aumento da atividade das enzimas G6PD, GPx e SOD. Nenhuma
alteracdo foi observada quanto a atividade das enzimas GGT e GST.
Estes resultados indicam que o aumento da atividade da SOD pode ser
em resposta a formagdo do O,”. A enzima SOD promove a dismutagio
do O, a H,0,, o qual pode ser convertido a 4gua pela agdo da GPx ou
da CAT. Redu¢do do H,O, mediado pela GPx depende da doacdo de
elétrons pela GSH, a qual apresenta-se com niveis diminuidos. Portanto,
o aumento da atividade da G6PD, enzima das vias das pentoses
responsavel por gerar o agente redutor NAPDH, pode ser decorrente da
tentativa de manter os niveis de GSH para que a GPx possa atuar. A
exposicdo ao glifosato P.A., apesar de ndo promover lipoperoxidacio e
carbonilagdo de proteinas na dose utilizada neste trabalho, demonstrou
aumentar as concentracdes de EROs em fatias hipocampais de ratos
imaturos apds exposi¢ao in vitro.

O metabdlito AMPA promoveu um aumento na atividade das
enzimas GPx, SOD ¢ CAT e uma diminui¢do na atividade da GST.
Nenhuma alteragdo foi observada quanto a atividade da GR, GGT e
G6PD e aos niveis de GSH. Com base nesses resultados, podemos
concluir que 0 AMPA pode estar levando a formagdo do O,”, o qual
esta sendo reduzido a agua pela atuagdo da SOD, CAT e GPx, enzimas
consideradas como as primeiras na linha de defesa contra as EROs.

A primeira linha de defesa contra as EROs ¢ realizada pela SOD,
uma metalo-enzima que catalisa a dismutagdo de dois radicais O,~
gerando H,0, e dgua. O aumento da atividade pode ser observado tanto
apos exposicdo ao glifosato P.A. quanto ao AMPA. Ambos também
promoveram um aumento na atividade da GPx, enzima considerada
como a segunda na linha de defesa contra EROs, responsavel pela
reducdo do H,O, a H,O. A terceira enzima da linha de defesa é a CAT,
que também realiza a conversio de H,O, a H,O (TUNCMEN;
TUZMEN, 2007). A CAT teve sua atividade diminuida apos exposicao
ao glifosato P.A., em contrapartida, o metabdlito AMPA e¢ o HBG
promoveram um aumento na atividade da enzima.

A importancia da GSH para a func¢do das células neurais deve-se
ao fato deste tripeptideo ser o componente mais importante nos
processos de defesa contra a toxicidade de xenobioticos e componentes
oxidantes a qual as células sdo expostas diariamente. Nossos resultados
demonstraram diminui¢do nos niveis de GSH apos tratamento in vitro
das fatias hipocampais tanto com a formulagdo comercial HBG quanto
com o glifosato P.A.. Esta diminui¢@o pode ser decorrente do consumo
de GSH por diversas reagdes (DICKINSON; FORMAN, 2002), como
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por exemplo, via conjugacdo catalisada pela GST. Neste trabalho
verificamos uma diminui¢do da atividade da GST em fatias hipocampais
de ratos imaturos apds exposicdo ao HBG e ao AMPA. Moustafa e
colaboradores (2016) também relataram uma diminui¢do nos niveis de
GSH e na atividade da GST em soro de peixes expostos ao Roundup®.

A GST ¢é uma importante enzima da biotransformagao de fase II,
protegendo a célula contra substincias xenobioticas (BOELSTERLI,
2009). Portanto, diminuicdo da atividade desta enzima pode ser causada
pelo fracasso do processo de desintoxicacdo e pelo desenvolvimento do
estresse oxidativo (CATTANEO et al., 2011). Outros estudos
envolvendo exposi¢do a diferentes HBGs também relataram diminui¢ao
da atividade da GST (MENEZES et al., 2011; SAMANTA et al., 2014;
GUNGORDU; UCKUN; YOLOGLU, 2016).

No presente trabalho também avaliamos o envolvimento da via
NF-«xB apos exposicdo in vitro de fatias hipocampais de ratos imaturos
ao HBG. A fosforilagdo e a ativagdo da NF-kB foram diminuidas pelo
tratamento com o HBG, indicando um efeito deste herbicida sobre esta
importante via. O fator nuclear NF-kB ¢ uma familia de fatores de
transcricdo que regulam a expressdo de mais de 150 genes envolvidos
em uma ampla gama de processos, incluindo inflamagdo, imunidade,
proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia. A ativacdo cronica
ou a desregulacdo da sinalizagdo da via NF-xB ¢ a principal causa na
patogénese de muitas doengas. A desregulacdo desta via € associada
com uma variedade de doengas infecciosas e ndo infecciosas, incluindo
artrite reumatoide, asma, sepse, disturbios neurodegenerativos e varios
tipos de cancer (MOHAMED; MCFADDEN, 2009; PANDAY et al.,
2016; GHOSH; DASS, 2016).

Pesticidas sdo utilizados no mundo inteiro como misturas
chamadas de formulagdes, mas ainda hoje somente seu principio ativo ¢é
estudado e testado em mamiferos. Adjuvantes presentes nas
formulagdes, os quais sdo adicionados justamente com o intuito de
melhorar a absor¢do do principio ativo, sdo excluidos dos estudos de
toxicidade (MESNAGE et al., 2014). Os residuos de pesticidas quando
encontrados na agua, em alimentos € no meio ambiente provém da
formulagdo como um todo e ndo somento dos ingredientes ativos, os
quais nunca sdo utilizados sozinhos. Portanto, com os resultados obtidos
neste trabalho foi possivel verificar a alteracdo de diferentes parametros
bioquimicos apds exposicao in vitro de fatias hipocampais a formulagio
comercial, ao principio ativo e ao principal metabolito. Os resultados
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indicaram diferencas quanto a atuacdo e o potencial de toxicidade do
HBG, do glifosato P.A. e do AMPA.

Com relagdo aos resultados obtidos apds exposicdo ao HBG, a
reducdo da fungdo da GS, concomitante com a redugdo da capacidade
antioxidante, estd provavelmente associada com a excitotoxicidade
mediada pelo glutamato, o qual, a0 menos em parte, € responsavel pela
sobrecarga de Ca”" intracelular (CATTANI et al., 2014). O estresse
oxidativo e a excitotoxicidade sfo eventos frequentes em diversas
doencas que acometem o SNC. Uma importante correlagdo entre
exposi¢do ocupacional a pesticidas e o desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas como as doengas de Parkinson (WANG et al., 2006)
e de Alzheimer (HAYDEN et al., 2010) s@o descritas.

Resultados obtidos apoés exposicdo ao glifosato P.A.
demonstraram que o mesmo ndo promoveu alteragdes no influxo de
Ca®" ¢ na captagdo de 14C—glutamato apesar de diminuir a atividade da
GS. Sendo assim, o fendmeno de excitotoxicidade glutamatérgica
observado apos o tratamento com o HBG ndo foi verificado com o
glifosato P.A.. Entretanto, o glifosato P.A. promoveu alteragcdes na
atividade de algumas enzimas antioxidantes, indicando uma possivel
promogao de estresse oxidativo por parte deste herbicida.

O metabolito AMPA, apesar de ndo alterar a captacdo de He-
glutamato, alterou os niveis de Ca”" intracelular ¢ diminuiu a atividade
da GS. Estes resultados podem estar indicando um aumento dos niveis
de glutamato na fenda sinaptica, o que leva a um aumento no influxo de
Ca’' com consequente geragdo de EROs, como o O,". De fato, podemos
observar que 0 AMPA promoveu um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes SOD, GPx ¢ CAT, mesmo ndo alterando os niveis do
principal antioxidante ndo enzimatico, GSH. O AMPA ¢ geralmente
considerado menos toxico que o glifosato, entretanto, alguns estudos
tem demonstrado seu potencial genotéxico em diferentes tecidos
(MANAS et al., 2009; BATTAGLIN et al., 2014; GUILHERME et al.,
2014). Esses resultados chamam a ateng@o para a importancia em inclui-
lo em estudos futuros acerca dos riscos a satide humana provocados
pelas formulagdes comerciais que contém glifosato.

Quando comparamos a toxicidade do HBG, do glifosato P.A. e
do AMPA sobre fatias hipocampais de ratos imaturos expostas de forma
aguda (Tabela 4, figura 24), observamos que a formulagdo comercial
demonstrou ser mais toxica que seu ingrediente ativo e seu principal
metabolito na maioria dos pardmetros bioquimicos avaliados. Diversos
dados da literatura demonstram que a formulagdo comercial apresenta
maior toxicidade em relag@o ao seu principio ativo, glifosato (ADAM et
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al.,, 1997; WALSH et al., 2000; MARC et al., 2002; RICHARD et al., 2005;
PEIXOTO, 2005; BENACHOUR, et al., 2007; BENACHOUR; SERALINI,
2009; GASNIER et al., 2009; EL-SHENAWY, 2009; KOLLER et al., 2012;
MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013; CHAUFAN; COALOVA; RiOS
DE MOLINA, 2014; DEFARGE et al., 2016). A maioria dos estudos
propdem que a presenca de adjuvantes como o tensoativo POEA, o qual
serve para melhorar a estabilidade do agrotéxico e sua penetragdo nas
células, pode potencializar os efeitos toxicos do herbicida através de um
sinergismo entre os componentes da formulacdo (SAWADA et al.,
1988; BRADBERRY; PROUDFOOT; VALE, 2004).

Em resumo, os resultados presentes neste trabalho indicam que a
exposi¢do das fatias hipocampais ao HBG, ao seu principio ativo
glifosato ou ao seu metabolito AMPA, mesmo por curto periodo de
tempo, podem induzir danos ao hipocampo. Estes danos provavelmente
sdo decorrentes da promocdo de estresse oxidativo. Diferengas entre a
formulagdo comercial e seu principio ativo devem ser estudadas com o
intuito de estabelecer o risco real que os agrotdxicos oferecem a satde
humana.

4.1.9 Conclusdes parciais

- A formulagdo comercial foi mais toxica que o glifosato P.A. e o
AMPA na maioria dos parametros estudados;

- Dentre todos os 18 parametros avaliados somente em dois (na
atividade da colinesterase e da GS) todos os compostos apresentaram o
mesmo efeito, demonstrando assim individualidades quanto aos
mecanismos de toxicidade dos mesmos (Figura 24);

- Todos os compostos, de maneira diferente, mostraram ser capazes de
alterar a atividade dos sistemas de defesa antioxidante aqui estudados;

- Apesar de apenas o glifosato P.A. aumentar o conteudo de EROs, a
lipoperoxidagdo e a carbonilagdo de proteinas foram aumentadas
significativamente somente apos exposi¢ao ao HBG;

- Em resumo, as alteragdes neuroquimicas observados nas fatias de
hipocampo de ratos imaturos expostas ao HBG, ao glifosato P.A. ou ao
AMPA sdo um indicativo do potencial neurotoxico destas substancias.
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Figura 24 - Diagrama de Venn representativo dos pardmetros bioquimicos
alterados pela exposi¢do ao HBG, ao glifosato P.A. ou a0 AMPA.
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Cada circulo representa um composto e os parametros bioquimicos alterados
por ele. Os conjuntos representam parametros alterados por: HBG e
glifosato P.A.; glifosato P.A. ¢ AMPA; AMPA e HBG; e o conjunto central
representa alteragdes induzidas por todos. Os conjuntos ndo representam os

efeitos iguais mas sim as alteragdes.
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4.2 ESTUDO II: AVALIACAO DA TOXICIDADE DO HBG SOBRE
PARAMETROS BIOQUIMICOS, DE ESTRESSE OXIDATIVO E
COMPORTAMENTAIS EM HIPOCAMPO DE RATOS IMATUROS
(PND15) E ADULTOS (PND60) APOS TRATAMENTO IN VIVO

Em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, envolvendo a
exposi¢do materna ao glifosato, demonstramos que o tratamento in vivo
com o HBG durante os periodos pré e pds-natal provocou estresse
oxidativo no hipocampo de ratos imaturos (PND15). Este resultado foi
provavelmente em consequéncia ao aumento no influxo de célcio via
receptor glutamatérgico NMDA observado no hipocampo dos animais
(CATTANI et al., 2014). Portanto, o presente estudo foi realizado com o
intuito de avaliar se esses efeitos da exposi¢do materna ao HBG durante
os periodos gestacional e lactacional irfo persistir apds exposi¢do
prolongada até a fase adulta (PND60 ).

4.2.1 Efeito da exposicio ao HBG no ganho de massa corporal e no
bem-estar dos filhotes

O protocolo experimental utilizado no presente estudo foi delineado
para evitar ou minimizar a dor e o estresse intencional nos animais.
Todos os animais foram monitorados diariamente durante o tratamento e
ndo foram observados sinais de dor e/ou angustia, como ataxia,
canibalismo ou abandono da prole, “licking” e arranhdes excessivos,
perda de apetite, bem como piloere¢do. Além disso, ndo foram
observadas malformagdes corporais tanto no grupo tratado quanto no
grupo controle. A exposi¢io ao HBG também ndo provocou
mortalidade entre os filhotes. No entanto, a analise estatistica mostrou
que o ganho de massa corporal dos filhotes do grupo tratado com HBG
foi menor em relacdo ao ganho de peso dos filhotes do grupo controle
(Figura 25).
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Figura 25 - Efeito da exposicdo subcronica ao HBG no ganho de peso
corporal dos filhotes machos (PND1 ao PND60). O peso corporal dos filhotes
machos tanto do grupo controle quanto do grupo tratado foi monitorado
diariamente entre o PND1 e o PND60. Dados foram expressos como

média = S.D. de 15 animais por grupo. Os resultados foram analisados por
ANOVA de duas vias onde, p<0,0001 e F = 187,1 para tratamento.

4.2.2 Envolvimento do calcio e do glutamato no mecanismo de
neurotoxicidade induzida pelo HBG em ratos adultos (PND60) apés
tratamento in vivo

No estudo anterior demonstramos que a exposi¢cdo materna ao
HBG diminuiu a captacdo de glutamato e aumentou o influxo de ca®’
em células hipocampais de ratos PND15 (CATTANI et al., 2014). No
presente estudo, os resultados mostraram que a exposi¢do subcronica ao
HBG também provocou diminui¢do da absorg¢do glial de [14C]—
glutamato dependente de Na' (Figura 26B) no hipocampo de ratos
adulto (PND60). Esta diminui¢do pode levar a um actmulo do
neurotransmissor na fenda sinaptica e a uma continua excitagdo de seus
receptores como o0 NMDA, responsavel por promover influxo de calcio
para o meio intracelular. A Figura 26A mostrou o aumento no influxo
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de *Ca*" induzido pela exposi¢do subcronica ao HBG. Juntos esses
dados sugerem a inducdo de excitotoxicidade glutamatérgica em
decorréncia da exposi¢do ao HBG.
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Figura 26 - Efeito da exposi¢io subcronica ao HBG sobre o influxo de
“Ca™ (A) e a captacio de [14C]-glutamat0 (B) em hipocampo de ratos
PND60. Os animais foram tratados com 1% HBG na agua de beber desde o
periodo gestacional até a fase adulta, PND60. Os resultados foram expressos
como a média + E.P.M. de 08 animais de cada grupo. Analise estatistica: teste ¢
de Student. *p<0,05 e **p <0,01 quando comparado ao grupo controle.

4.2.3 Simulagdes de acoplamento e dinimica molecular do glifosato
no receptor NMDA

Os receptores NMDA desempenham um importante papel na
plasticidade sindptica, memoria e aprendizagem. Por meio do uso de
ferramentas farmacologicas nés ja demonstramos que o mecanismo de
influxo de calcio induzido pelo glifosato no hipocampo de ratos ocorre
devido ao excesso de estimulag@o dos receptores NMDA (CATTANI et
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al., 2014). Estes receptores sdo ativados quando o glutamato e a glicina
se ligam a ele, permitindo que os ions carregados positivamente fluam
para as células (KUMAR, 2015). Para testar a hipotese de ligagdo
competitiva do glifosato ao receptor NMDA, foram analisadas as
cavidades de ligacdo da glicina e do 4cido glutdmico no receptor
NMDA (PDB ID: 4NF8).

As cavidades de ligagdo a glicina e ao glutamato do receptor
NMDA foram selecionadas como pontos de partida para simulagdes de
dindmica molecular e as energias de ligagdo foram estimadas durante
trajetorias de dindmica molecular de 12 ns (Figura 27).

Energia de ligagao -15 kJ/mol

Figura 27 - Ligacdo do glifosato ao receptor NMDA (PDB ID: 4NF8) na
cavidade de ligacdo do glutamato (A) e na cavidade de ligacido da glicina
(B). Em (A), o glifosato na cavidade de ligacdo do glutamato mostrando menor
energia de ligagdo (-120,3 kJ.mol-1) em comparagdo com a cavidade de ligagao
da glicina em (B) (-15,7 kJ.mol-1). Os residuos mapeados envolvidos na ligagao
do glifosato estdo mostrados como bastdes. O glifosato estd representado pela
cor amarela. Linhas tracejadas representam contatos polares.
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A Figura 27A mostra a estrutura do glifosato ligado as cavidades
de ligagdo do glutamato no receptor NMDA em simula¢des de dindmica
molecular de 12 ns. Os principais aminoacidos envolvidos na liga¢ao do
glifosato na cavidade de ligagdo do glutamato (Figura 27A) foram
SER'? ¢ TYR™® (interagdes hidrofobicas) e, ARG"' ¢ THR'"®
(contatos polares com grupo carboxilico).

Na cavidade de ligacdo a glicina do receptor NMDA (Figura
27B), o glifosato interage com PHE** (interag@o hidrofobica), THR e
SER'”® (contato polar com grupo carboxilico) e, VAL'” ¢ ASP*
estabelecendo contatos polares com grupo fosfato (Figura 28).
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Figura 28 - Residuos de ligacdo ao glifosato no receptor NMDA na
cavidade de ligacdo do glutamato (A) e na cavidade de ligacdo da glicina
(B), mapeados a partir da analise de Ligplot apés simulacdes de dinimica
molecular de 12 ns. Em A, o glifosato na cavidade de ligacdo do glutamato; e
em B, o glifosato no local de ligagdo da glicina, no receptor NMDA (PDB ID:
4NF8). As ligagdes de hidrogénio estdo indicadas por linhas tracejadas verdes e
os contatos hidrofobicos por arcos vermelhos.

A energia de ligacdo do glifosato nas cavidades de ligagdo ao
glutamato e a glicina foi de -120 kJ/mol e -15 kJ/mol, respectivamente.
Na cavidade para a glicina, a energia de ligagdo oscilou entre valores de
ligagdo positivos a negativos durante a simulacdo dindmica, sugerindo
uma menor estabilidade de ligagdo nessa cavidade em comparagdo com
a do glutamato (Figura 29).
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Figura 29 - Analise da energia de ligacdo do glifosato no receptor NMDA
na cavidade de ligacio do glutamato (A) e na cavidade de ligacio da glicina
(B) durante simulacées de dinAmica molecular de 12 ns. Em A, o glifosato
na cavidade de ligacdo do glutamato; e em B, o glifosato na cavidade de ligagdo
da glicina mostrando oscilagdes entre valores de energias de ligagdo positivos e
negativos.

4.2.4 Efeito da exposicido in vivo ao HBG na captacio de Yca2-
desoxi-D-glicose

A exposi¢do pré e pds-natal ao HBG promoveu um aumento da
captagdo de '*C-2-desoxi-D-glicose no hipocampo de ratos PND15
(Figura 30).
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Figura 30 - Efeito da exposi¢io in vivo ao HBG na captacio de “c-2-
desoxi-D-glicose no hipocampo de ratos imaturos, PND15. Os animais foram
tratados com 1% HBG na agua de beber desde o periodo gestacional até fase
imatura, PND15. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08
animais de cada grupo. Anadlise estatistica: teste ¢ de Student. * p<0,05 quando
comparado ao grupo controle.
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4.2.5 Avaliacdo dos efeitos da exposicdo in vivo ao HBG sobre a
atividade da colinesterase em soro e hipocampo de ratos PND15 e
PND60

Os resultados demonstraram que a exposi¢do ao HBG ndo inibiu
a atividade da colinesterase no soro dos animais, tanto no PNDI5
quanto no PND60. Entretanto, o HBG foi capaz de inibir a atividade da
colinesterase no hipocampo dos ratos imaturos e nos ratos adultos apos
exposi¢ao in vivo (Figura 31A e 31B, respectivamente).
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Figura 31 - Efeito da exposi¢do in vivo ao HBG na atividade da enzima
colinesterase em soro e hipocampo de ratos PND15 (A) e PND60 (B). Os
animais foram tratados com 1% HBG na agua de beber desde o periodo
gestacional até a fase imatura (PND15) ou até a fase adulta (PND60). Os
resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais de cada
grupo. Analise estatistica: teste # de Student. ** p<0,01, quando comparado ao
respectivo grupo controle.



120

4.2.6 Envolvimento da via NF-x B na neurotoxicidade induzida pelo
HBG em hipocampo de ratos PNDI15 apo6s exposicio durante
periodo gestacional e lactacional

Como pode ser observado na figura 32, o tratamento subcronico
com o HBG levou a uma diminui¢do da fosforilagdo da p65 da via NF-
kB no hipocampos dos animais PND15.
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Figura 32 - Efeito da exposicdo in vivo ao HBG na ativacio da via p65
NFxB em hipocampo de ratos imaturos, PND15. Os animais foram tratados
com 1% HBG na agua de beber desde o periodo gestacional até a fase imatura,
PND15. Os niveis total e fosforilado da p65 NF-kB foram determinados por
ELISA. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais
por grupo e expressos como % do controle. Analise estatistica: teste ¢ de
Student. * p<0,05, quando comparado ao grupo controle.

4.2.7 Niveis séricos de S100B: potencial marcador de dano

astrocitario em hipocampo de ratos apos exposicao subcrénica ao
HBG

Na tentativa para entender melhor os mecanismos envolvidos no
dano neurotéxico induzido pelo tratamento com o HBG durante o
desenvolvimento, os niveis da proteina astrocitica S100B foram
avaliados no sangue dos animais expostos ao HBG desde a fase
gestacional até completarem 15 ou 60 dias de idade. Os resultados
mostraram que a exposi¢do ao HBG diminuiu os niveis séricos de
S100B no PND15 (Figura 33A) e aumentou no PND60 (Figura 33B),
sugerindo que uma disfungdo astrocitaria pode estar envolvida nos
efeitos neurotoxicos deste herbicida.
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Figura 33 - Efeito da exposicdo in vivo ao HBG nos niveis séricos da
proteina astrocitica S100B em ratos PND15 (A) e PND60 (B). Os animais
foram tratados com 1% HBG na agua de beber desde o periodo gestacional até a
fase imatura (PNDI15) ou até a fase adulta (PND60). O imunoconteudo de
S100B foi determinado por ELISA no soro dos animais. Os resultados foram
expressos como a média £ S.D. de pelo menos 12 animais por grupo. Analise
estatistica: teste ¢ de Student ndo pareado ou teste ¢ ndo pareado com corregao
de Welch. **p<0,001; ***p<0,0001, quando comparado ao respectivo grupo
controle.

4.2.8 Efeito da exposicdo in vivo ao HBG sobre parimetros
bioquimicos envolvidos no estresse oxidativo em hipocampo de
ratos PND15 e PND60

Com o intuito de investigar a indug@o de estresse oxidativo em
hipocampo de ratos imaturos e adultos expostos por longos periodos de
tempo ao HBG foi avaliada a peroxidagdo lipidica. Nado foram
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observadas alteragdes no conteudo de TBARS em nenhuma das idades
estudadas, PND15 (Figura 34A) e PND60 (Figura 34B).
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Figura 34 - Efeito da exposicio in vivo ao HBG nos niveis de peroxidacio
lipidica no hipocampo de ratos PND15 (A) e PND60 (B). Os animais foram
tratados com 1% HBG na agua de beber desde o periodo gestacional até a fase
imatura (PND15) ou até a fase adulta (PND60). Os resultados foram expressos
como niveis de substancias reativas ao 4acido tiobarbitirico (TBARS)
decorrentes da lipoperoxidagdo e como a média + E.P.M. de 08 animais por
grupo. Analise estatistica: teste ¢ de Student.

Para avaliar a oxidacdo de proteinas, os niveis de proteina
carbonilada foram mensurados apds exposi¢cdo subcronica ao HBG.
Conforme pode ser observado na figura 35A, ocorreu um aumento
significativo nos niveis de proteina carbonilada no hipocampo dos ratos
PNDI15. A presenca de EROs (Figura 35B) também foi investigada
nesta mesma idade. Foi observado um aumento na detecgdo de EROs no
hipocampo dos animais expostos ao HBG.
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Figura 35 - Efeito da exposicio in vivo ao HBG nos niveis de carbonilacio
de proteinas e na formac¢ido de EROs em hipocampo de ratos imaturos,
PND15. Os animais foram tratados com 1% HBG na agua de beber desde a fase
gestacional até a fase imatura, PND15. A formacdo de espécies reativas foi
avaliada utilizando a sonda diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
(H,DCFDA). Os resultados foram expressos como a média + E.P.M de 08
animais por grupo. Analise estatistica: teste ¢ de Student. * p<0,05, quando
comparado ao grupo controle.

No presente estudo também foram avaliadas as conseqiiéncias da
exposicdo subcronica ao HBG no sistema de defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico no hipocampo de ratos PND15 e PND60.
Quanto aos animais com 15 dias de idade, os resultados mostraram que
a exposi¢do ao HBG durante a fase gestacional e lactacional diminuiu a
atividade das enzimas SOD e GST (Figura 36A e 36D, respectivamente)
mas ndo alterou a atividade das enzimas CAT, GPx e GR (Figura 36B,
36C e 36E, respectivamente) no hipocampos dos animais.



124

>
=
n
S
w
-
N
3

3 Controle [J Controle
mm HBG R HBG

o

Atividade da SOD
(U/mL)
3
Atividade da CAT
(mmol/g/min)
3 =

o

|

o

C) 0.04.
[ Controle
N HBG

Atividade da GPx
(rmol/g/min)
°
o
S

Ci
.

(E) ,,
[ Controle

3 Controle
N HBG

2.0 Hm HBG

L

w

ok

0 -

Figura 36 - Efeito da exposicido subcronica ao HBG no sistema enzimatico
de defesa antioxidante no hipocampo de ratos imaturos, PND15. Os animais
foram tratados com 1% HBG na agua de beber desde a fase gestacional até a
fase imatura, PND15. A atividade enzimatica da SOD (A), CAT (B), GPx (C),
GST (D) e GR (E) foi avaliada no hipocampo dos ratos PND15. Os resultados
foram expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada grupo. Analise
estatistica: teste ¢ de Student: *p<0,05; **p<0,01, quando comparado ao
respectivo grupo controle.
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A figura 37 mostra os efeitos da exposi¢do subcronica ao HBG
nos parametros de estresse oxidativo no hipocampo de ratos PND60. Os
resultados mostraram que a exposi¢do ao HBG aumentou a atividade
das enzimas SOD, CAT e GST no hipocampo dos ratos adultos (Figura
37A, 37B e 37F, respectivamente). Nenhuma alteragdo foi observada
quanto a atividade enzimatica da GR e da GPx (Figura 37C e 37D,
respectivamente) e quanto aos niveis de GSH (Figura 37E).

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a exposicao
ao HBG durante o desenvolvimento pode estar causando danos
oxidativos nas células hipocampais.
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Figura 37 - Efeito da exposicdo subcronica ao HBG nos sistemas
enzimatico e nio enzimatico de defesa antioxidante no hipocampo de ratos
adultos, PND60. Os animais foram tratados com 1% HBG na agua de beber
desde o periodo gestacional até a fase adulta (PND60). A atividade enzimatica
da SOD (A), CAT (B), GR (C), GPx (D) e GST (F) bem como os niveis de
GSH (E) foram avaliados no hipocampo dos ratos PND60. Os resultados foram
expressos como a média = E.P.M. de 10 animais em cada grupo. Analise
estatistica: teste ¢ de Student: *p<0,05, quando comparado ao respectivo grupo
controle.

4.2.9 Efeito da exposi¢do subcronica ao HBG sobre o
comportamento de ratos PND60

Neste estudo também foi investigada a associa¢do entre a
exposicdo pré e pos-natal ao HBG e efeitos neurocomportamentais. Para
isso, foram avaliados os efeitos da exposi¢do sobre fungdes locomotoras
(campo aberto e rotarod) e emocionais (nado forcado e consumo de
sacarose 0,8%) em ratos adultos com 60 dias de idade.

Na figura 38 podem ser observados os resultados obtidos quanto
a funcdo locomotora dos animais. Tanto os resultados do teste do campo
aberto (Figura 38A) quanto do rotarod (Figura 38B) mostram a
inexisténcia de alteragdes na atividade locomotora dos animais apos
exposi¢do subcronica ao HBG.
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Figura 38 - Efeito da exposicio subcronica ao HBG sobre a atividade
locomotora (teste do Campo Aberto (A)) e o desempenho motor (teste do
Rotarod (B)) de ratos adultos, PND60. Os animais foram tratados com 1%
HBG na agua de beber desde o periodo gestacional até a fase adulta (PND60).
(A) Teste do campo aberto: Distancia total percorrida (m) e Tempo de
permanéncia na regido central (s); (B) Teste do Rotarod: Laténcia para queda
(s). Os animais foram tratados com 1% HBG na 4gua de beber. Os resultados
foram expressos como a média £ E.P.M de 10 animais em cada grupo. Analise
estatistica: teste ¢ de Student.

O teste do nado for¢ado tem sido validado no mundo inteiro
como modelo animal de depressdo, onde a imobilidade do animal na
agua pode ser considerada como analogo a um comportamento tipo
depressivo (LAHMAME; ARMARIO, 1996). Resultados demonstraram
que a exposicdo ao HBG durante o desenvolvimento aumentou o tempo
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de imobilidade no teste do nado forcado (Figura 39), o qual pode ser
associado com o tempo de escalada diminuido, sugerindo assim uma
indugdo do comportamento tipo depressivo nos ratos adultos.
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Figura 39 - Efeitos da exposi¢cdo subcrénica ao HBG no teste do nado
forcado em ratos adultos, PND60. Os animais foram tratados com 1% HBG
na agua de beber desde o periodo gestacional até a fase adulta (PND60). Os
resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada
grupo. Analise estatistica: teste ¢ de Student. * p<0,05, quando comparado ao
respectivo grupo controle.

Apos a demonstragdo de comportamento tipo depressivo no teste
do nado forgado foi realizado o teste de preferéncia por sacarose. Este
teste consiste de um protocolo de livre escolha entre duas solucdes, agua
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e sacarose a 0,8%. Os resultados demonstraram que a exposi¢do ao
HBG nio alterou a preferéncia dos animais por sacarose (Figura 40).
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Figura 40 - Efeito da exposicido subcronica ao HBG sobre o consumo de
sacarose 0,8% em ratos adultos, PND60. Os animais foram tratados com 1%
HBG na agua de beber desde o periodo gestacional até a fase adulta (PND60).
Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 10 animais em cada
grupo. Analise estatistica: teste ¢ de Student. * p<0,05, quando comparado o
grupo Controle (agua) com o grupo Controle (sacarose); e quando comparado o
grupo HBG (4gua) com o grupo HBG (sacarose).
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4.2.10 Discussao

A exposi¢do ao glifosato atinge tanto os individuos que
trabalham diretamente com ele quanto a populagdo em geral que vive
longe dessas plantagdes e que pode entrar em contato ao consumir
alimentos e dgua que contenham residuos deste agrotdxico. A exposi¢ao
ocupacional e os diversos casos de suicidio com o glifosato fazem deste
herbicida uma preocupacdo em nivel mundial (GRESS et al., 2015).

Meza-Joya, Ramirez-Pinilla e Fuentes-Lorenzo (2013) avaliaram
os efeitos toxicos, citotoxicos e genotoxicos de uma formulagdo
comercial do glifosato (Roundup®SL-Cosmoflux®411F) em sapos da
espécie  FEleutherodactylus johnstonei. Os autores aplicaram o
agrotoxico de maneira similar a0 que ocorre na pulverizagdo aérea em
plantagdes ilegais de coca (Erythroxyum coca) na Colombia. Os dados
de toxicidade indicaram que a taxa de aplicacdo [37,4 mg a.e./cmz]
equivalente ao utilizado na pulverizagdo aérea (3,74 kg a.e./ha) nao ¢
letal em ras adultas machos e fémeas; entretanto, os sapos recém-
nascidos demonstraram ser altamente sensiveis a exposi¢ao.

Diversos estudos experimentais com animais indicam que o
cérebro em desenvolvimento é mais susceptivel aos efeitos neurotoxicos
de agrotoxicos que o cérebro adulto. Além disso, a exposi¢do a
pesticidas pode causar déficits neurocomportamentais significativos,
como ja demonstrado em modelos animais e em humanos (BJORLING-
POULSEN; ANDERSEN; GRANDIJEAN, 2008; LONDON et al.,
2012; MODGIL et al., 2014). Déficits no desenvolvimento neural, pré e
pos-natal, incluem um grande espectro de distirbios e disfungdes, como
autismo, transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH),
dificuldades no aprendizado, atrasos no desenvolvimento, problemas
comportamentais € emocionais, déficits em habilidades motoras, risco
de doencas neurodegenerativas (MIGLIOREA; COPPED, 2009;
LONDON, 2012; BURNS et al., 2013; MODGIL et al., 2014), entre
outros. Modgil e colegas (2014) sugeriram que a exposi¢do ambiental
durante a vida pré- e pods-natal pode induzir a algumas alteragdes
epigenéticas, o que pode levar a condi¢gdes neurodegenerativas. Neste
contexto, € necessario considerar que algumas conseqiiéncias dos danos
neurotoxicos precoces podem surgir apenas em idades avangadas
(WEISS, 2000).

Os efeitos das exposi¢des agudas aos agrotoxicos sio bem
conhecidos e estudados na grande maioria, 0 que niao ocorre com o0S
efeitos decorrentes das exposi¢des cronicas ou em longo prazo. As
exposi¢des cronicas vem sendo associadas a uma grande variedade de
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doengas neurologicas. Uma das conexdes mais conhecida € o exemplo
da possivel ligacdo entre a exposi¢do a pesticidas e a doenca de
Parkinson (PARRON et al., 2011; MODGIL et al., 2014). Além disso,
ha evidéncias do aumento da prevaléncia de disfungdes cognitivas,
neurocomportamentais e psicomotoras em individuos expostos
cronicamente a agrotoxicos (ZAGANAS et al., 2013).

Sendo assim, neste estudo foram investigados os possiveis efeitos
ocasionados pela exposi¢do subcronica ao HBG em diferentes idades,
preconizando a fase imatura (PND15) e a fase adulta (PND60). A
exposi¢do dos animais ao herbicida ocorreu desde a fase gestacional
perdurando durante a fase lactacional até a fase adulta, PND60. Filhotes
machos de diferentes idades pods-natal, PND15 e PND60, foram
utilizados para avaliar os efeitos iniciais e tardios da exposi¢do ao
glifosato. Foram utilizados animais com 15 dias de idade pois o cérebro
pos-natal de ratos entre o 7° e 28° dia representa um modelo
estabelecido para estudos de desenvolvimento do cérebro humano
(TKAC et al., 2003).

Os resultados mostraram que a exposi¢do ao HBG nio alterou a
média do tamanho da ninhada, bem como o nimero de machos ¢ fémeas
mas levou a diminui¢do do ganho de massa corporal dos filhotes durante
o desenvolvimento pés-natal. E importante destacar que apés o parto, o
tamanho das ninhadas foi padronizado para oito filhotes por rata
(AGNISH; KELLERT, 1997) em ambos os grupos de tratamento
(controle e tratado). Deste modo, a variabilidade observada no ganho de
massa corporal dos filhotes foi independente do tamanho da ninhada.
Gallegos et al. (2016) também demonstraram que a exposi¢do materna
ao HBG em ratos durante os periodos gestacional e lactacional ndo
afetaram o tamanho da ninhada. No entanto, diferente dos nossos
achados, os autores ndo mostraram diferenca no ganho de massa
corporal dos filhotes.

Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa,
demonstramos que a exposi¢do materna a0 HBG diminuiu a captacio
especifica (dependente de Na') de L—3H—glutamato e aumentou a
liberagdo deste neurotransmissor em hipocampo de ratos PND15. O
excesso de glutamato na fenda sindptica promoveu uma superativagio
dos receptores NMDA, o que provocou um aumento no influxo de
BCa® no hipocampo dos animais, evidenciando claramente o fendmeno
de excitotoxicidade glutamatérgica induzido por HBG (CATTANI et
al., 2014). Neste contexto, no presente estudo os mesmos parametros
foram avaliados em ratos PND60 com o propdsito de investigar se os
efeitos observados nos ratos imaturos irdo persistir até a idade adulta.
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Os resultados atuais corroboram nossos achados anteriores mostrando
que a diminui¢do da captacdo de [14C]—g1utamat0 e o aumento do
influxo **Ca*" observados anteriormente persistiram até a idade adulta.

O mecanismo para o efeito toxico do glifosato na homeostase do
Ca”" esta relacionado ao aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial aos ions hidrogénio e ao Ca*’ (OLORUNSOGO, 1991).
Neste contexto, ja demonstramos que o influxo de Ca®" induzido por
HBG ocorreu pela da ativagdo do receptor NMDA e pela abertura de
canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L (CCDV-L)
(CATTANI et al., 2014).

Os resultados sobre o sistema glutamatérgico, tanto do estudo
atual quanto do anterior (CATTANI et al., 2014), indicam que um dos
mecanismos para a toxicidade induzida por HBG no hipocampo de ratos
pode envolver o fendmeno da excitotoxicidade glutamatérgica. Este
fendmeno ¢ um dos mecanismos de morte celular mais conhecidos em
doengas neuroldgicas. Consiste em um aumento nas concentragdes
intracelulares de calcio devido a superativacdo do receptor de glutamato,
NMDA. O aumento do nivel intracelular de Ca>" provoca um estimulo
incontrolavel de enzimas proteoliticas, lipoperoxidacdo e geragdo de
EROS pela mitocondria, culminando na morte celular (BACON et al.,
1985; ARUNDINE, TYMIANSKI, 2003; FAN; RAYMOND, 2007; MOLZ et
al., 2008; WANG; MICHAELIS, 2010; ALEKSEENKO et al., 2012).

Os receptores NMDA sdo canais de cations ndo seletivos
heteroméricos que requerem a ligagdo de glicina e glutamato para o
mecanismo de gating (abertura e fechamento de canais sensiveis a
voltagem). Considerando a semelhanga estrutural do glifosato com o
glutamato e a glicina, propomos que a excitotoxicidade do glutamato
induzida pelo glifosato também possa ser explicada pela sua
interacdo/ligagdo aos receptores de glutamato, NMDA. Para comprovar
essa hipotese, os resultados da simulagdo de dindmica molecular
demonstraram que o glifosato pode ligar-se as cavidades de glutamato e
glicina nos receptores NMDA. A energia de ligacdo do glifosato nas
cavidades de ligacdo do glutamato e da glicina, estimadas durante as
trajetérias da dindmica molecular de 12 ns, foram -120 kJ/mol e -15
kJ/mol, respectivamente. Os resultados também sugeriram uma menor
estabilidade da ligag@o do glifosato na cavidade de liga¢do da glicina em
comparagdo com a do glutamato. Levando em consideragdo que a
superativacdo do receptor NMDA causa um acumulo excessivo de
calcio intracelular, os resultados da dindmica molecular aqui observados
corroboram nosso estudo anterior no qual demonstramos que a
exposicdo in vitro ao HBG por 30 min provocou sobrecarga de calcio



132

em células hipocampais. O acumulo de calcio intracelular induzido por
HBG foi prevenido pelo uso de antagonistas de NMDA (APS5 e
MKS801). Portanto, concluimos que o glifosato pode interagir com o
receptor NMDA e que este evento provoca um aumento no influxo de
Ca”" intracelular, provocando disfun¢do mitocondrial e dano oxidativo.

Neste estudo também investigamos a captacdo da C-2-desoxi-
D-glicose no hipocampo dos animais imaturos. Os resultados
demonstraram um aumento na captagdo de 14C—2—des0xi—D—glicose
induzida pela exposicdo in vivo ao HBG. Este aumento pode ser em
resposta a diminuigdo da captagdo de glutamato. Aumento na captagdo
de glicose também foi demonstrado em fatias hipocampais de ratos
imaturos apos exposi¢do in vitro ao HBG, conforme demonstrado no
Estudo L.

Na tentativa de investigar o efeito do HBG na neurotransmissao
colinérgica, determinamos a atividade da enzima colinesterase no
hipocampo e no soro dos ratos PND15 e PND60. Nenhuma alteragdo na
na atividade desta enzima foi verificada no soro dos animais. No
entanto, a exposi¢do ao HBG provocou uma diminui¢ao da atividade da
colinesterase no hipocampo dos ratos PND15 e PND60. Devido ao
significativo efeito inibitorio do glifosato sobre a atividade da
colinesterase observado em peixes por Menéndez-Helman e colegas
(2012), os mesmos propuseram a colinesterase como um biomarcador
de neurotoxicidade induzida por glifosato em peixes.

A acetilcolinesterase € responsavel por promover a degradagdo da
acetilcolina em jungdes neuromusculares, processo critico para as
funcdes normais tanto do musculo quanto do cérebro. A inibicdo desta
enzima pelo HBG pode gerar um acimulo de acetilcolina na fenda
sinaptica o que causaria uma excitacdo prolongada de neurénios pos-
sinapticos com decorrente dano excitotoxico e degeneracdo colinérgica
(ZAGANAS et al., 2013). Neste sentido, a geragdo de EROs resultante
da excitotoxicidade glutamatérgica e/ou da superativacdo do sistema
colinérgico pode estar ocorrendo nos animais expostos ao HBG,
promovendo consequentes oxidagdes e possiveis danos em diversos
compostos celulares incluindo DNA, RNA, lipidios de membranas e
proteinas.

O estresse oxidativo tem sido implicado em mecanismos
associados ao envelhecimento (LEE; WEI, 2007) e a algumas doengas,
como por exemplo, as cardiovasculares (KIM; BYZOVA, 2014;
FARIAS et al., 2017), o diabetes mellitus (NEWSHOLME et al., 2007;
TIWARI et al, 2013), alguns tipos de cancer (AVNI; COHEN;
NEEMAN, 2011; BATTISTI et al, 2011) e as doengas
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neurodegenerativas (ASLAN; OZBEN et al., 2004; GANGULY et al.,
2017). Além disso, evidéncias sugerem que o estresse oxidativo pode
estar associado a transtornos psiquidtricos, incluindo a depressdo
(BLACK et al., 2015). Estas evidéncias ndo sdo consideradas surpresas
uma vez que o cérebro € altamente susceptivel ao estresse oxidativo e ao
desequilibrio redox devido a seu elevado consumo de oxigénio e
também por ser rico em lipidios (SHOHAMI et al., 1997; SALIM,
2014).

Apbs a exposicdo subcronica ao HBG foi detectado um aumento
na forma¢ao de EROs nos ratos PND15 tratados com o herbicida. Nesta
mesma idade também foi demonstrado um aumento na carbonilagdo de
proteinas no hipocampo dos animais. Menezes et al. (2011) descreveram
que o HBG pode induzir o estresse oxidativo, levando a geracdo de
radicais livres que causam lipoperoxidacdo e carbonilagdo de proteinas,
sugerindo que a toxicidade desse pesticida pode envolver estes
mecanismos. Entretanto, no presente estudo ndo foram observados
indicios de peroxidagdo lipidica nos animais de ambas as idades
estudadas. Larsen e colaboradores (2012) ao expor ratos Wistar durante
30 e 90 dias a altas doses de glifosato na dgua de beber também nao
encontraram alteragdes significativas nos niveis de TBARS.

Como uma forma de defesa primaria contra as EROs, tanto
procariontes como eucariontes t€m desenvolvido sistemas de defesa
antioxidante para proteger as células contra os danos oxidativos. Para
investigar os efeitos causados pela exposicdo subcronica ao HBG os
sistemas de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimdtico foram
avaliados no hipocampo dos ratos imaturos e adultos. Nosso grupo de
pesquisa ja demonstrou uma diminui¢do nos niveis do antioxidante ndo
enzimatico, GSH, em ratos Wistar PND15 ap6s exposicdo in vivo ao
HBG (CATTANI, 2013). No entanto, alteracdes significativas quanto
aos niveis de GSH no hipocampo dos ratos PND60 apos exposi¢do
subcronica ndo foram encontradas. Considerando que uma deplegdo
sistétmica de GSH, que ¢ um marcador muito sensivel de estresse
oxidativo, ocorre apos exposi¢des agudas a diferentes contaminantes
enquanto que geralmente é recuperada apos alguns dias (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Sugerimos que os diferentes perfis observados
nos niveis de GSH no hipocampo de ratos PND15 ¢ PND60 indicam
que ocorreu uma modificagdo adaptativa no perfil antioxidante do
PND15 para o PND60. Esta modificagdo decorreu para tentar manter os
niveis desse importante antioxidante ndo enzimatico em concentragdes
basais, a fim de atenuar, pelo menos em parte, as consequéncias toxicas
do HBG no cérebro.
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Com relagdo a atividade da GST, foram observadas alteragdes em
ambas as idades estudadas, entretanto, de maneira oposta. Na fase
imatura ocorreu uma diminui¢do enquanto que na fase adulta foi
observado um aumento. A atividade da GST faz parte de uma
importante estratégia de defesa das células contra os xenobidticos,
incluindo a propriedade de detoxificagdo de peroxidos derivados de
processos de lipoperoxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007;
HUBER; ALMEIDA, 2008). Portanto, a diminui¢do da atividade da
GST pode resultar em uma detoxificagdo insuficiente do pesticida no
hipocampo dos animais imaturos. Por outro lado, o aumento da
atividade desta enzima na idade adulta pode ser decorrente do
tratamento prolongado com o HBG. Provavelmente a expressdo da GST
foi aumentada em resposta a exposicdo de longo prazo ao HBG, a fim
de proteger as células dos efeitos deletérios do pesticida. Uma
diminuigdo da atividade da GST também foi observada em girinos apods
exposicdo aguda a wuma formulagdo comercial de glifosato
(LAJMANOVICH et al., 2011).

Com relagdo a enzima SOD, uma diminui¢do da sua atividade foi
observada nos animais PND15 enquanto que nos ratos PND60 ocorreu
um aumento da atividade. Nenhuma alteracdo foi observada na atividade
da CAT no hipocampo de ratos imaturos, apesar da tendéncia desta
enzima em exibir valores mais baixos. Por outro lado, no cérebro dos
animais adultos a atividade da CAT estava aumentada. Este aumento na
fase adulta pode ser explicado pelo fato de que a CAT apresenta
atividade mais elevada apenas apdés PND45 em cérebro de rato
(SHIVAKUMAR; ANANDATHEERTHAVARADA;
RAVINDRANATH; 1991). A atividade das enzimas SOD e CAT tem
sido reportada como um indicador da capacidade dos tecidos em lidar
com o estresse oxidativo (NWANTI et al., 2015).

O desequilibrio na atividade das enzimas antioxidantes ¢ nos
niveis de GSH no hipocampo de PND15 pode ser indicativo de uma
prote¢do insuficiente contra EROs ou outros estressores fisioldgicos no
cérebro em desenvolvimento. Estudos tém demonstrado que a
capacidade antioxidante dos individuos aumenta gradativamente durante
o desenvolvimento da fase jovem para a adulta (LI et al., 2013), o que
poderia explicar ainda mais as diferengas entre os sistemas antioxidantes
encontrados em ambas as idades.

A ativagdo da via de sinalizagdo NF-kB ¢ comumente associada
ao processo inflamatério e a diversas doengas. No entanto, a ativacdo
desta via também esta envolvida em eventos fisioldgicos no cérebro,
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como neurogénese (KOO et al., 2010), neuritogénese (ROLLS et al.,
2007) e plasticidade sinaptica (AHN et al., 2008). Assim, a diminui¢ao
da fosforilagdo e da ativagdo da NF-kB observadas em hipocampo de
ratos imaturos exposto ao HBG durante o periodo gestacional e
lactacional podem estar afetando a neurogénese e conseqiientemente o
desenvolvimento do sistema nervoso central. Carloni e colaboradores
(2013) avaliaram o impacto que a administra¢do do inseticida
permetrina durante a fase imatura de ratos Wistar teria na fase adulta.
Os animais foram tratados por 15 dias, do 6° ao 21° dia pos-natal (PND6
ao PND21) com uma dose de permetrina proxima ao NOAEL. As
analises foram realizadas quando os ratos completaram 500 dias de
idade. Os autores verificaram que a expressio do gene NF-kB p65
estava diminuida no hipocampo dos animais, concluindo que o
tratamento neonatal com permetrina pode estar influenciando os genes
envolvidos com o inicio dos processos de envelhecimento cerebral.

Alteragdes das fungdes cerebrais também sdo confirmadas por
mudancas nos niveis séricos da proteina S100B, a qual reflete a funcao
astroglial. Nossos resultados mostraram que durante o desenvolvimento,
os niveis dessa proteina foram diminuidos pela exposi¢do ao HBG. No
entanto, niveis aumentados de S100B foram observados nos animais
PND60. Considerando que a proteina de ligagdo ao calcio S100B é
considerada um marcador astrocitario, uma vez que estas células sdo o
principal compartimento contendo S100B no sistema nervoso central
(DONATO et al., 2013), nossos resultados sugerem que esta proteina
pode ser utilizada como um biomarcador periférico de disfungdo
astrocitaria apds exposi¢do ao HBG. Um estudo piloto recente também
demonstrou que a S100B pode servir como marcador para prever
complicagdes neuroldgicas em pacientes com envenenamento com
glifosato ou glufosinato (LEE et al., 2017).

Visto o aumento da relacdo entre a exposi¢do a pesticidas e o
surgimento de distirbios neurologicos também foram avaliados neste
trabalho possiveis prejuizos comportamentais decorrentes da exposi¢do
subcronica ao HBG nos ratos adultos, PND60. Os resultados
demonstraram um aumento no tempo de imobilidade associado a uma
diminui¢do no tempo de escalada no teste do nado forgado, sugerindo
um comportamento tipo depressivo. Resultados semelhantes foram
observados em ratos expostos ao agrotoxico Malation quando
submetidos ao teste do nado forgado (ASSINI et al.; 2005;
BROCARDO et al., 2007). Exposi¢do cronica ao Ometoato (pesticida
organofosforado) também aumentou o tempo de imobilidade no teste do
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nado forcado, além de induzir dano neuronal, resultando em
comportamento tipo depressivo (QIAO et al., 2017).

Embora o teste do nado for¢cado seja mais conhecido no uso para
validag¢do de farmacos com potencial antidepressivo (PORSOLT et al.,
1978), também pode ser utilizado para avaliar o potencial depressivo de
compostos (PAUL et al., 1990). Neste modelo, os ratos sdo forcados a
nadar em um compartimento cilindrico preenchido com agua,
considerando como comportamente tipo depressivo quando ocorre um
aumento no tempo de imobilidade, indicativo de que o animal desistiu
de tentar escapar/sobreviver. Com base neste protocolo, sugerimos que a
exposicdo subcronica ao HBG provocou um comportamento tipo
depressivo nos ratos PND60.

Visto que o HBG induziu um comportamento tipo depressivo nos
animais, a avaliagdo da presenca de anedonia também foi realizada. A
presenca de anedonia € uma caracteristica frequentemente relatada em
individuos depressivos. O teste de preferéncia por sacarose foi utilizado
para medir a anedonia nos roedores expostos subcronicamente ao HBG.
Resultados obtidos com este teste demonstraram que tanto o grupo
controle quanto o grupo tratado apresentaram uma maior preferéncia
pelo consumo de sacarose, descartando-se assim a presenga de
caracteristicas anedoOnicas nos animais tratados com o agrotoxico. A
anedonia geralmente ¢ considerada uma caracteristica da depressdo
(LEMKE et al., 2005); entretanto, alguns estudos vem dissociando esta
relagdo entre anedonia e o estado depressivo (FUITWARA et al., 2011).

Para avaliar o estado locomotor dos animais foram utilizados os
testes do campo aberto e rota rod. Ambos demonstraram ndo haver
indicios de déficits locomotores nos animais. Os resultados obtidos
viabilizam o achado no teste do nado for¢ado, ja que diminuigdo da
atividade locomotora poderiam estar gerando um resultado falso
positivo no nado for¢ado quanto ao comportamento tipo depressivo. Por
outro lado, Hernandez-Plata e colegas (2015) descreveram efeitos da
exposicdo ao glifosato na atividade locomotora. Os autores relataram
que a exposicdo intraperitoneal repetida ao glifosato causou
hipoatividade imediatamente apds cada inje¢do, sendo também evidente
2 dias apds a ultima inje¢do nos ratos expostos a dose mais alta de
glifosato, mas ndo apos 16 dias. Sugerindo que essas alteragdes podem
ter ocorrido apenas enquanto uma concentragdo critica de glifosato
estava presente no sistema fisiolégico dos animais.

Nossos resultados demonstraram que a exposi¢do subcronica ao
HBG pode resultar em efeitos que variam do dano oxidativo ao
comprometimento da fungdo cerebral, o que pode explicar o
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comportamento tipo depressivo observado na fase adulta. Considerando
que o HBG ¢ um dos herbicida mais utilizados no Brasil e no mundo,
sugerimos que o comportamento tipo depressivo induzido pela
exposi¢do precoce a este herbicida, como observado no presente estudo,
pode estar envolvido, pelo menos em parte, no risco elevado de suicidio
observado entre agricultores (BOSSARD et al., 2016, PARRON et al.,
2011, FREIRE; KOIFMAN, 2013; TIESMAN et al., 2015).

O hipocampo é uma das estruturas limbicas que tem sido
amplamente estudada em individuos com depressdo. Estudos
envolvendo ressondncia magnética tém demonstrado consistentemente
uma atrofia do hipocampo em pacientes com depressdo, sendo que este
efeito é bloqueado ou revertido por tratamentos com antidepressivos
(SAHAY; HEN, 2007; SCHMIDT; DUMAN, 2007; QIAO et al., 2017).

O sistema glutamatérgico também ¢é apontado na fisiopatologia
da depressdo. Acredita-se que o fendmeno de excitotoxicidade
glutamatérgica seja uma das causas do transtorno depressivo sendo até
considerado como um potencial alvo farmacoldgico para o tratamento
da depressdio. A administracio de antagonistas do sistema
glutamatérgico, incluindo o zinco e a cetamina, mostrou possuir efeito
antidepressivo em estudos pré-clinicos e clinicos (ALMEIDA et al., 2010;
MLYNIEC, 2015; SAHAY; HEN, 2007; MILADINOVIC; NASHED; SINGH,

2015; HUANG; LANE; LIN, 2017).

Com relagdo a exposi¢do materna dos filhotes, um estudo recente
demonstrou a presenca de glifosato no soro materno e no corddo
umbilical de mulheres gravidas que deram a luz em trés provincias da
Tailandia (KONGTIP et al., 2017). Os autores mostraram que as
mulheres gravidas que trabalhavam na agricultura ou viviam em
familias agricultoras apresentaram maiores exposi¢des ao herbicida
glifosato quando comparadas as mulheres gravidas que n@o eram
agricultoras por ocupacdo. Neste contexto, estudos envolvendo a
cinética de transporte do glifosato através da monocamada de células
BeWo (usado como modelo de trofoblasto humano) e através da
barreira placentaria no sistema de perfusdo ex vivo mostraram que o
transporte de glifosato através da placenta é possivel, embora seja
considerado baixo. Apo6s 2,5 h de perfusdo, a percentagem de composto
transferido para o compartimento fetal foi de cerca de 15% para o
glifosato (MOSE et al., 2008) e apds 24 h no experimento com as
células BeWo, a percentagem de glifosato transportado foi de cerca de
24% (POULSEN et al., 2009). Portanto, em nosso modelo experimental,
supomos que os filhotes foram expostos ao pesticida via barreira



138

placentaria durante o periodo gestacional e/ou via aleitamento materno
durante o periodo lactacional.

A exposi¢do das maes (GD5 a PND21) e dos filhotes (PND22 a
PND60) ao pesticida foi através da ingestdo de dgua de beber contendo
HBG. Embora a biodisponibilidade oral do glifosato seja considerada
baixa, este herbicida ¢ lentamente eliminado do plasma e, portanto, pode
ser difundido para outros tecidos alvo e exercer efeitos sistémicos
(ANADON et al., 2009). Uma vez que o glifosato tem uma estrutura
semelhante a um aminoacido, a afinidade da molécula com os
transportadores de aminoacidos sugere que podem ser exibidas
toxicidades adicionais nos 6rgios que expressam uma elevada atividade
desses transportadores (XU et al., 2016), tais como o cérebro. De fato, a
deteccdo de glifosato no cérebro (MENKES; TEMPLE; EDWARDS,
1991) e liquido cefalorraquidiano (SATO et al., 2011) apds a exposigédo
humana ao HBG j4 foram relatadas, indicando assim que este herbicida
¢ capaz de atravessar a barreira hematoencefalica.

Neste estudo foi demonstrado que a exposi¢ao pré e pos-natal ao
HBG leva ao fendmeno de excitotoxicidade glutamatérgica com
aumento do influxo de **Ca*" tanto em animais imaturos quanto em
adultos. Este aumento exacerbado nas concentracdes de calcio
intracelular pode estar provocando uma elevada produgdo de EROs,
promovendo assim um desequilibrio na atividade do sistema
antioxidante. O sistema de defesa antioxidante, por sua vez, ¢
dependente do tempo de exposi¢do (figura 41).

Os resultados apresentados no estudo (II) foram publicados no
periodico “Toxicology” em junho de 2017 com o titulo “Developmental
exposure to glyphosate-based herbicide and depressive-like behavior in
adult offspring: Implication of glutamate excitotoxicity and oxidative
stress” (ANEXO II) (CATTANI et al., 2017).

4.2.11 Conclusdes parciais

- A neurotoxicidade induzida por HBG apos exposicdo subcronica
(GD5 ao PND60) envolve o fendmeno de excitotoxicidade
glutamatérgica devido a diminui¢do da captacdo de glutamato e
intera¢do do glifosato com receptores NMDA levando assim ao influxo
de Ca™" em células hipocampais;

- Alguns dos mecanismos subjacentes a neurotoxicidade induzida
por HBG envolveram a ativagdo do receptor NMDA, a liberagdo da
proteina S100B e a diminui¢do da ativacdo da via NF-kB;
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- Inibigdo da atividade da enzima colinesterase também pode indicar
um envolvimento do sistema colinérgico na toxicidade gerada pelo
HBG, necessitando assim de mais estudos com relacdo a este sistema;

- Nossos resultados mostram que os danos oxidativos podem estar
ocorrendo  com maior intensidade durante o periodo do
neurodesenvolvimento.

Figura 41 - Representagdo esquematica dos mecanismos envolvidos na
neurotoxicidade do HBG sobre células neurais.
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Envolvimento do fendmeno de excitotoxicidade glutamatérgica devido ao
aumento da liberagdo de glutamato na fenda sinaptica, diminui¢do da captagdo
de glutamato e interacdo do glifosato com receptores de glutamato do tipo
NMDA provocando um aumento no influxo de Ca’" em células do hipocampo.
Gln, glutamina; Glu, glutamato; DG, dia gestacional; NMDAR e AMPAR,
receptores glutamatérgicos; GLT1 e GLAST, transportadores de glutamato;
PND, dia pds-natal.

FONTE: Adaptado de Cattani et al., 2017.
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4.3 ESTUDO III: EFEITOS DA EXPOSICAO AO HBG OU AO
GLIFOSATO P.A. DURANTE A DIFERENCIACAO NEURONAL /N
VITRO DE CELULAS PROGENITORAS NEURAIS MURINAS,
C17.2

Com o intuito de avaliar os efeitos toxicos do HBG e do
glifosato P.A. sobre o SNC em desenvolvimento, um sistema de ensaio
baseado no uso de células-tronco foi utilizado. As células escolhidas
foram C17.2, uma linhagem celular progenitora neural multipotente
proveniente de camundongo com 5 dias de idade (pos-natal) e
imortalizadas via transfec¢do do oncogene relacionado ao virus aviario
mielocitomatose (v-myc) (SNYDER et al., 1992; LUNDQVIST et al.,
2013).

Primeiramente, foi desenvolvido e padronizado um protocolo
para a diferenciacdo neuronal das células C17.2 em neurdnios
glutamatérgicos. Em seguida, durante os diferentes estidgios da
diferenciacdo as células foram expostas a diferentes concentragdes de
HBG ou de glifosato P.A.. Efeitos sobre a viabilidade celular bem como
sobre o sistema glutamatérgico foram avaliados utilizando uma
abordagem metodologica de analise quantitativa automatizada e
imparcial de imagens por meio do equipamento de analise de alto
contetido (HCA - sigla do inglés: “high content analysis™). Avaliamos
também a expressdo génica de marcador glutamatérgico nos diferentes
estagios da exposicao as concentragcdes de HBG ou de glifosato P.A. por
meio de Transcricdo Reversa (RT) e Reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QPCR).

Este estudo foi desenvolvido durante o periodo de estagio
sanduiche na Universidade de Uppsala/Suécia sob a supervisdo da
Profa. Dra. Eva Brittebo e com a colaboracdo do pesquisador Dr. Birger
Scholz.

4.3.1 Diferenciacio das células C17.2

A diferenciag@o das céluas C17.2 em neurdnios glutamatérgicos
foi comprovada com o uso de dois marcadores neuronais
glutamatérgicos, VGIuT-1 (Transportador vesicular de glutamato) e
NMDARI (Receptor glutamatérgico) (Figura 42C). A expressdo destes
marcadores neuronais sdo fortes indicadores de que as células estdo se
diferenciando para uma linhagem neuronal glutamatérgica.
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Figura 42 - Representagdo por meio de imagens da coloragdo fluorescente
celular e/ou da imunocitoquimica das células C17.2 indiferenciadas e
diferenciadas em neurdnios glutamatérgicos.
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As imagens contidas em (A) e em (C) foram obtidas com uma ampliacdo de 20x
e as em (B) foram obtidas com uma ampliagdo de 10x. Todas as imagens
continham 4000 células/poco. (A) Células em meio de diferenciagdo por 24 h
(DIV1 a DIV2) submetidas a coloragdo fluorescente com Hoechst (azul)
(corante nuclear) e MitoTracker® Orange (amarelo) (atividade mitocondrial).
(B) Células em meio de diferenciagdo por 4 dias (DIV1 a DIV4) ap6s coloragao
com Hoechst (azul) e anticorpos contra VGIuT-1 (Transportador de glutamato
vesicular em neuronios glutamatérgicos) e f-Tubulina III (proteinas de
neurofilamentos, marcador de neurdnios). (C) Células em meio de diferenciacio
por 10 dias (DIV1 a DIV10) apds coloragdo com Hoechst (azul) e anticorpos
contra VGIuT-1, a-internexina (filamento intermediario neuronal expresso na
maioria dos neurdnios) e NMDARI1 (Receptor glutamatérgico, sendo também
utilizado como marcador neuronal glutamatérgico).

O protocolo para a diferenciagdo das células C17.2 foi otimizado
para uma diferenciacdo neuronal por 9 dias conforme descrito na
metodologia. As células C17.2 foram cultivadas com base na densidade
celular de 4000 células por pogo (Figura 42A, coloragdo nuclear com
corante Hoechst) e condi¢cdes do meio de cultura celular (meio de
proliferagdo por 24 h - DIVO a DIV1 - seguido por meio de
diferenciacdo neuronal — DIV1 a DIV10) otimizados para os estudos de
toxicidade aguda durante a diferenciagdo neuronal (Figura 42). No
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DIV2, as células ndo expostas apresentaram atividade mitocondrial
baixa a moderada (Figura 42A, coloragdo com a sonda MitoTracker®
Orange). No DIV4, as células expressaram niveis claros de VGIuT1 e f-
Tubulina I (Figura 42B). O estado de diferenciacdo neuronal foi
determinado com dois marcadores neuronais glutamatérgicos (VGIuT1
e NMDARI1) e um marcador intermediario de diferenciacdo neuronal
(o-internexina) (Figura 42C). A expressdo moderada de a-internexina,
um filamento neuronal intermediario expresso na maioria dos neurénios
(LIU et al., 2013), e a forte expressdo dos marcadores glutamatérgicos
neuronais demonstraram que as células progrediram para uma linhagem
neuronal glutamatérgica.

Os efeitos do HBG e do glifosato P.A. nas células C17.2 foram
estudados em experimentos de citotoxicidade aguda de curto prazo
(exposi¢des por 24 h com observagdo no DIV2 e por 3 dias com
observagdo no DIV4), experimentos de diferenciacdo de longo prazo
(exposicdo maxima de 9 dias com observagio em DIVI0) e na
expressdo de genes do sistema glutamatérgico (extracdo de RNA no
DIV4 e DIV10).

A escolha das concentragdes de HBG e glifosato P.A. utilizadas
neste estudo foi baseada na dose utilizada no Estudo I durante a
exposi¢do in vitro de fatias hipocampais ao HBG (213 uM). Para os
experimentos de 24 h e 3 dias foram utilizados 5 concentracdes
diferentes (D1: 0,213 uM; D2: 2,13 uM; D3: 21,3 uM; D4: 213 uM;
D5: 2130 uM). Dentre essas, apenas 3 foram escolhidas para os testes a
longo prazo, 9 dias (2,13 uM; 21,3 uM e 213 uM).

4.3.2 Efeito da exposicio ao HBG ou ao glifosato P.A. no nimero de
células viaveis, na atividade mitocondrial e na geracio de EROs
durante a diferenciacio neuronal

Para contagem das células viaveis foi realizada a colora¢do com
corante nuclear Hoechst. Conforme pode ser observado na Figura 43 as
células ainda indiferenciadas (43A, 24 h — DIV1 ao DIV2) mostraram-
se mais sensiveis a exposi¢ao ao glifosato P.A. e ao HBG, indicando um
efeito precoce da exposi¢do sobre as populagoes de células. A
citotoxicidade foi dose-dependente (D5>D4>D3>D2>D1), ou seja, o
efeito toxico decorrente da exposi¢gdo foi maior quanto maior a
concentracdo de HBG ou de glifosato P.A utilizada. As células também
mostraram-se mais sensiveis a exposicdo ao HBG quando comparado
com o glifosato P.A..
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Figura 43 - Efeito da exposi¢cdo ao HBG ou ao glifosato P.A. no nimero de
células vidveis durante a diferenciacio neuronal das células C17.2 apés
diferentes tempos de exposicao: 24 h (A), 3 dias (B) e 9 dias (C). Todos os
grupos foram expostos ao HBG ou ao glifosato P.A. a partir do DV1 até o dia
da realizagdo da analise: DIV2 (A), DIV4 (B) e DIV10 (C). Para a contagem
celular foi utilizada a coloragido de contraste com o corante nuclear Hoechst. Os
dados foram analisados com o auxilio do equipamento HCA (High Analysis
Content - ImageXpress XLS) e os resultados obtidos foram expressos como a
porcentagem do controle (100%). Analise estatistica: teste post-hoc Dunnetts.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, quando comparado ao respectivo grupo
controle.

Com o intuito de verificar uma sensibilidade precoce a exposigéo
ao HBG ou ao glifosato P.A., conforme demonstrado na figura 43, as
células foram diferenciadas por 9 dias e o inicio da exposi¢do ao HBG
ou ao glifosato P.A. ocorreu em dias diferentes: a partir do DIV1 (figura
44A); a partir do DIV4 (Figura 44B) ou a partir do DIV7 (Figura 44C).



145

Em todos os grupos, a coloragdo nuclear com Hoechst foi realizada no
DIV10. Conforme pode ser observado na figura 44, o efeito citotoxico
do tratamento foi demonstrado apenas nas células tratadas desde o DIV1
com a maior concentragdo de HBG, 213 uM (figura 44A).
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Figura 44 - Efeito da exposi¢do ao HBG ou ao glifosato P.A. no nimero de
células viaveis em funcio do inicio da exposicio durante a diferenciacio
neuronal das células C17.2. As células foram mantidas em meio de
diferenciagdo por um periodo total de 9 dias e a exposicdo ao HBG ou ao
glifosato P.A. foi iniciado em dias diferentes: (A) as células foram expostas a
partir do DIV1 (T1: DIV1 a DIV10); (B) as células foram expostas a partir do
DIV4 (T2: DIV4 a DIV10); (c) as células foram expostas a partir do DIV7 (T3:
DIV7 a DIV10). Em todos os grupos, as células foram coradas no DIV10 com o
corante nuclear Hoechst para a contagem celular. Os dados foram analisados
com auxilio do equipamento HCA (High Analysis Content - ImageXpress XLS)
e os resultados obtidos foram expressos como a porcentagem do controle
(100%). Analise estatistica: teste post-hoc Dunnetts. *p<0,05, quando
comparado ao respectivo grupo controle.
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Este mesmo modelo de tratamento com o inicio da exposi¢do ao
HBG ou glifosato P.A. em dias diferentes da diferenciagdo também foi
utilizado para avaliar a atividade mitocondrial (Figura 45).
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Figura 45 - Efeito da exposi¢cio ao HBG ou ao glifosato P.A. na atividade
mitocondrial em fun¢io do inicio da exposicio durante a diferenciacio
neuronal das células C17.2. As células foram mantidas em meio de
diferenciag@o por um periodo total de 9 dias e a exposi¢do as concentragdes de
HBG ou de glifosato P.A. (D1: 2,13 pM; D2: 21,3 uM, D3: 213 uM) foi
iniciada em dias diferentes: no T1 as células foram expostas a partir do DIV1
(T1: DIV1 a DIV10); no T2 as células foram expostas a partir do DIV4 (DIV4 a
DIV10); no T3 as células foram expostas a partir do DIV7 (T3: DIV7 a DIV10).
Em todos os grupos, no DIV10 as células foram incubadas com a sonda
MitoTracker® Orange para a avaliagdo da atividade mitocondrial. Os dados
foram analisados com o auxilio do equipamento HCA (High Analysis Content -
ImageXpress XLS) e os resultados obtidos foram expressos como a mediada
+ E.P.M. de um total de 6 pogos por concentracdo/grupo. Analise estatistica:
teste post-hoc Dunnetts. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, quando comparado
com o respectivo grupo controle.

Foi observado um aumento na atividade mitocondrial apos
exposi¢do ao HBG nas concentragdes 21,3 e 213 uM no T1 (DIV1 a
DIV10) e uma diminui¢do da atividade nas mesmas concentra¢cdes no
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T3 (DIV7 a DIV10). Quanto ao glifosato P.A., a concentragdo de 213
uM no T1 (DIV1 a DIV10) aumentou a atividade mitocondrial enquanto
que a concentragdo de 2,13 uM promoveu uma diminuigdo da atividade
no T3 (DIV7 a DIV10). Tanto o glifosato P.A. quanto o HBG
aumentaram a atividade mitocondrial apds exposi¢do por longo periodo
(T1) e diminuiram a atividade apds inicio tardio de exposig¢do (T3)
(Figura 45), demonstrando diferentes respostas quanto ao periodo de
inicio da exposicao.
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Figura 46 — Efeito da exposi¢cio ao HBG ou ao glifosato P.A. na formacio
de EROs em funcio do inicio da exposicio durante a diferenciacio
neuronal das células C17.2. As células foram mantidas em meio de
diferenciag@o por um periodo total de 9 dias e a exposi¢do as concentragdes de
HBG ou de glifosato P.A. (D1: 2,13 pM; D2: 21,3 uM, D3: 213 uM) foi
iniciada em dias diferentes: no T1 as células foram expostas a partir do DIV1
(T1: DIV1 a DIV10); no T2 as células foram expostas a partir do DIV4 (DIV4 a
DIV10); no T3 as células foram expostas a partir do DIV7 (T3: DIV7 a DIV10).
Em todos os grupos, no DIV10 as células foram incubadas com a sonda
CellROX® Deep Red para a deteccdo da formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Os dados foram analisados com o auxilio do equipamento
HCA (High Analysis Content - ImageXpress XLS) e os resultados obtidos
foram expressos como mediada £ EP.M. de um total de 6 pogos por
concentragdo/grupo. Analise estatistica: teste post-hoc Dunnetts. ***p<0,001,
**p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o respectivo grupo controle.
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Por meio do uso do mesmo modelo de exposi¢do, verificamos a
formacdo de EROs apos exposicdo a concentracdo mais alta de glifosato
P.A. e de HBG (213 uM), no entanto, em periodos diferentes do inicio
da exposi¢do com o glifasoto P.A. e com o HBG. Detec¢do de EROs
ap6s exposicdo ao glifosato P.A. ocorreu no T3 enquanto que ao HBG
no T1(Figura 46).

4.3.3 Avaliacio da expressio de VGluT1l e B-Tubulina III apos
exposicio ao HBG ou ao glifosato P.A. durante a diferenciacio
neuronal

A expressdo de VGIuT-1 e B-1II-Tubulina também foi verificada
nos diferentes grupos de tratamento durante a diferenciagdo por 9 dias
(DIV1 a DIV10) (Figura 47 e 48, respectivamente).

Quanto ao glifosato P.A. foi verificado que o mesmo aumentou
significativamente a expressdo de VGIuT-1 (Figura 47) em todos os
tempos (T1, T2 e T3) na concentracdo 2,13 uM e no T2 e T3 na
concentracdo de 21,3 pM. Quanto ao HBG, a concentracdo 21,3 uM no
T2 e 213 uM no T1 e T2 demonstraram provocar um aumento na
expressao do transportador vesicular de glutamato.

O aumento da expressdo de B-Tubulina III (Figura 48) foi
verificado em todos tempos apds a exposicao as concentragdes 2,13 uM
e 21,3 uM de glifosato P.A.. Para a concentragdo de 213 pM apenas o
T2 demonstrou provocar um aumento na expressdo. Quanto a exposicao
ao HBG, em todas as concentragoes no T2 foi verificado um aumento na
expressdao de B-tubulina I bem como apds a exposi¢do a concentragdo
de 213 uM no T1.



149

VGIluT1 Glifosato P.A. HBG
<4
= [——— H | e—
s §1 == : | —
c Tl T2 T , Tl T2 T3, Tl T2 T3,
T T T
2,13 M 21,3 uM 213 pM
- Hkk
3 e *%
E= _
c T T2 TS, T T2 T3 1 T2 T
Y Y Y
2,13 M 21,3 M 213 uM

Figura 47 — Efeito da exposicio ao HBG ou ao glifosato P.A. na expressiao
de VGIuT-1 em func¢do do inicio da exposicio durante a diferenciacio
neuronal das células C17.2. As células foram mantidas em meio de
diferenciag@o por um periodo total de 9 dias e a exposi¢do as concentragdes de
HBG ou de glifosato P.A. (D1: 2,13 uM; D2: 21,3 uM, D3: 213 uM) foi
iniciada em dias diferentes: no T1 as células foram expostas a partir do DIV1
(T1: DIV1 a DIV10); no T2 as células foram expostas a partir do DIV4 (DIV4 a
DIV10); no T3 as células foram expostas a partir do DIV7 (T3: DIV7 a DIV10).
Em todos os grupos, no DIV10 as células foram submetidas a analise
imunocitoquimica. Os dados foram analisados com auxilio do equipamento
HCA (High Analysis Content - ImageXpress XLS) e os resultados obtidos
foram expressos como mediana = E.P.M de um total de 6 pogos por
concentragdo/grupo. Analise estatistica: teste post-hoc Dunnetts. ***p<0,001,
**p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o respectivo grupo controle.
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Figura 48 - Efeito da exposicio ao HBG ou ao glifosato P.A. na expressiao
de B-Tubulina III em funcio do inicio da exposicdo durante a diferenciacio
neuronal das células C17.2. As células foram mantidas em meio de
diferenciag@o por um periodo total de 9 dias e a exposi¢do as concentragdes de
HBG ou de glifosato P.A. (D1: 2,13 uM; D2: 21,3 uM, D3: 213 uM) foi
iniciada em dias diferentes: no T1 as células foram expostas a partir do DIV1
(T1: DIV1 a DIV10); no T2 as células foram expostas a partir do DIV4 (DIV4 a
DIV10); no T3 as células foram expostas a partir do DIV7 (T3: DIV7 a DIV10).
Em todos os grupos, no DIV10 as células foram submetidas a analise
imunocitoquimica. Os dados foram analisados com auxilio do equipamento
HCA (High Analysis Content - ImageXpress XLS) e os resultados obtidos
foram expressos como mediana £+ EP.M de um total de 6 pogos por
concentragdo/grupo. Analise estatistica: teste post-hoc Dunnetts. ***p<0,001,
**p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o respectivo grupo controle.

4.3.4 Avaliacdo da expressiao génica do transportador vesicular de
glutamato (VGIluT1) e do receptor glutamatérgico (NMDAR1) apés
exposicio ao HBG ou ao glifosato P.A. durante a diferenciacio
neuronal

Como complemento aos estudos de imunocitoquimica também
foi investigada a alteragdo da expressdio de mRNA de VGIuT-1 e
NMDARI por meio da técnica de RT-qPCR apos exposi¢do de 3 ou 9
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dias a0 HBG ou ao glifosato P.A. durante a diferenciacdo neuronal das
células C17.2.

Conforme pode ser observado na figura 49 apos o periodo de 3
dias de exposi¢do ao HBG ou ao glifosato P.A. ndo foram observadas
alteragdes significativas quanto a expressdo de VGIuT-1. Apds 9 dias de
exposi¢do e diferenciagdo, tanto o glifosato P.A. quanto o HBG
demonstraram provocar um aumento na expressdo desse transportador
quando comparados com grupo controle, no entanto, a diferenca ndo foi
estatisticamente significativa quando consideramos como significancia
um p<0,05 (p obtido: p<0,07 para o glifosato P.A. e p<0,1 para o HBG).
Entretando, quando apenas os grupos tratados com o HBG foram
comparados foi observado um aumento significativo na expressao de
VGIuT-1 apos 9 dias de exposicdo em relagdo ao periodo de 3 dias.
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Figura 49 - Efeito da exposicio ao HBG ou ao glifosato P.A. na expressiao
expressao génica de VGluT-1 durante a diferenciacio neuronal das células
C17.2 apés diferentes tempos de exposicdo (3 ou 9 dias). A expressdo do
mRNA de VGIuT1 em células C17.2 foi analisada por qPCR apoés tratamento
com o HBG ou com o glifosato P.A. na concentragdo de 213 uM. As células
foram expostas no DIV1 e o RNA foi extraido apés 3 dias (DIV4) ou 9 dias
(DIV10) de exposi¢do em meio de diferenciagdo. Os grupos controle e tratado
continham um n de 6 amostras (pool de 4 pogos por amostra). Analise
estatistica: teste £ com corre¢do de Welch. #<0,05, quando o grupo tratado (3
dias) foi comparado com o grupo tratado (9 dias).
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Quanto a expressao do receptor de glutamato, NMDAR1 (Figura
50), ndo foram observadas diferengas apds a exposi¢do ao glifosato P.A.
ou a0 HBG em nenhum dos tempos avaliados.
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Figura 50 - Efeito da exposicio ao HBG ou ao glifosato P.A. na expressiao
génica de NMDARI1 durante a diferenciacio neuronal das células C17.2
apos diferentes tempos de exposicio (3 ou 9 dias). A expressdo do mRNA de
NMDARI1 em células C17.2 foi analisada por qPCR apos tratamento com o
HBG ou com o glifosato P.A. na concentragdo 213 pM. As células foram
expostas no DIV1 e o RNA foi extraido apds 3 dias (DIV4) ou 9 dias (DIV10)
de exposi¢do em meio de diferenciagdo. Os grupos controle e tratado continham

um n de 6 amostras (pool de 4 pogos por amostra). Analise estatistica: teste ¢
com correcdo de Welch.
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4.3.5 Discussao

Devido a natureza complexa dos processos de neurotoxicidade
durante o desenvolvimento, ha relativamente pouco conhecimento sobre
como a maioria das substincias influencia o desenvolvimento do SNC.
Estima-se que atualmente entre 10.000 a 30.000 produtos quimicos
comercialmente disponiveis possuem dados insuficientes sobre os
respectivos perfis toxicologicos, incluindo o potencial neurotéxico
durante o desenvolvimento (KNUDSEN et al.,, 2011; BELLINGER,
2012; TSUJI; CROFTON, 2012).

Em 2006, Rull, Ritz e Shaw (2006) sugeriram que a exposicao
ambiental com um nimero crescente de pesticidas agricolas, dentre eles
os organofosforados, pode aumentar o risco de neonatos com
malformacgdes decorrentes de defeitos no fechamento do tubo neural. Os
autores relataram que a proximidade residencial dos locais de aplica¢des
de pesticidas agricolas pode consistir em uma importante fonte de
exposi¢ao a agentes classificados como toxinas do desenvolvimento.

Greenlee, Ellis e Berg (2004) avaliaram exposi¢des
ambientalmente relevantes e de baixa dose a diversos agrotoxicos
utilizados em atividades nao-agricolas, como a jardinagem. Para isso, os
autores realizaram estudos durante o desenvolvimento de embrides de
camundongo em periodo correspondente aos primeiros 5-7 dias apos a
concep¢do em humanos. Os agentes testados foram os agrotoxicos
comumente usados no meio-oeste dos Estados Unidos, incluindo
herbicidas (ex. atrazina), inseticidas (ex. permetrina), fungicidas,
dessecante (diquat) e fertilizante (nitrato de amonio). Os autores
demonstraram que as lesdes induzidas pelos pesticidas avaliados podem
ocorrer muito precocemente durante o desenvolvimento, e em
concentracdes consideradas seguras ou sem conseqiiéncias adversas
para a saude dos seres humanos.

O aumento dos relatos de incidéncia de desordens do
desenvolvimento neurologico, como o autismo, e¢ dados empiricos
sugerindo que este aumento poderia estar relacionado com o elevado
uso do glifosato aumentaram o interesse de pesquisas envolvendo a
avaliacdo do potencial neurotoxico deste herbicida. Em 2009, a EPA
publicou que iria comecar uma revisdo do registro do glifosato e para
isso exigiu estudos de neurotoxicidade apods exposicdes agudas e
subcronicas a0 mesmo.

Neste contexto, estudos in vivo com animais, subcronicos e
cronicos, vém relatando as consequéncias neuronais da exposi¢do pré e
pos-natal ao glifosato ou a suas preparagdes comerciais (DARUICH;
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ZIRULNIK; GIMENEZ, 2001; CATTANI et al., 2014; GALLEGOS et
al., 2016). No entanto, avaliar a extens@o da toxicidade de um composto
em um embrido depende de varios fatores. Os efeitos sobre o
desenvolvimento neurologico ndo dependem apenas do tipo de
exposicdo, incluindo a dose e a duragdo, mas também do estagio de
desenvolvimento no momento especifico da exposi¢do (FINNELL,
1999; BAL-PRICE et al., 2012). Sendo assim, o uso de metodologias in
vitro, como cultura de células progenitoras induzidas a diferenciacdo
neuronal, pode ajudar a compreender os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na neurotoxicidade do desenvolvimento (DE
GROOT; WESTERINK; DINGEMANS, 2013).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da exposicao
ao HBG ou ao glifosato P.A. em células C17.2 durante periodo de
diferenciacdo neuronal. Sendo assim, foram realizadas analises com o
intuito de avaliar o efeito citotoxico e a expressdo de genes apos
exposicdo por tempos diferentes (24 h, 3 e 9 dias) durante a
diferenciacdo neuronal. Para este fim, no presente estudo foi utilizada
uma metodologia semi-automatizada de analise de alto conteudo
(HCA). Os instrumentos HCA sdo microscopios de fluorescéncia
automatizados desenvolvidos para realizar varreduras rapidas de
multiplos canais em varias amostras de células vivas ou fixadas em
placas de 96 pogos (ou maiores), bem como para realizar a avaliagdo das
imagens dessas varreduras. A analise realizada por HCA foi
complementada com a verificacdo da expressdo génica realizada com o
uso da técnica de qPCR.

Conforme descrito na metodologia, as células escolhidas foram
as C17.2, uma linhagem celular progenitora neuronal multipotente
proveniente de camundongo com 5 dias de idade (p6s-natal) (SNYDER
et al., 1992; LUNDQVIST et al.,, 2013). A otimizagdo inicial das
condigdes de cultura celular resultou em um meio que diferenciou as
células C17.2 em células neuronais glutamatérgicas, comprovado pela
expressao de alfa-internexina, VGluT1 e NMDARI.

As células viaveis, apos exposi¢do em diferentes tempos ao HBG
ou ao glifosato P.A., foram contadas utilizando uma coloragdo com o
corante nuclear Hoechst. O niimero de células diminuiu de forma dose-
e tempo-dependente apds exposicdo ao HBG e ao glifosato P.A.. Esta
diminui¢do foi mais visivel apos exposi¢ao por 24 h ou 3 dias. Por outro
lado, no tratamento de longo prazo (9 dias) a porcentagem de células
viaveis com relagdo ao controle teve uma diminui¢do apenas apods
exposi¢cdo ao HBG e na concentracdo mais alta (213 uM). O niimero de
células viaveis apos 9 dias foi maior do que quando comparado com os
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tempos de 24 h e 3 dias, o que poderia indicar uma recuperacdo do dano
inicial. Com isso, os resultados apontam para um efeito precoce do
HBG e do glifosato P.A. durante a diferenciagdo neuronal uma vez que
as células ainda indiferenciadas mostraram-se mais sensiveis a
exposic¢do.

Para comprovar o efeito precoce do tratamento, foram realizados
experimentos de longo prazo em meio de diferenciagdo (9 dias) e com
inicio de exposi¢do em dias diferentes. As células foram separadas em 3
grupos, com inicio de tratamento no DIV1 ou DIV4 ou DIV7. O niimero
de células viaveis foi menor apenas no grupo tratado desde o inicio da
diferenciagio com o HBG. Os demais grupos, assim como o
glifosato P.A. em todos os grupos, ndo apresentaram diferengas
significativas quando comparados com o respectivo grupo controle.
Estes resultados, juntamente com os observados apds a exposi¢do por
tempos diferentes, apontam para uma toxicidade precoce do HBG
durante a diferenciagdo neuronal.

Neste contexto, Coullery, Ferrari e Rosso (2016) avaliaram o
efeito da exposicao ao glifosato na morfologia e no desenvolvimento de
culturas de neur6nios hipocampais. Os autores relataram que os
neurdénios  piramidais  indiferenciados expostos ao  glifosato
apresentaram atraso no desenvolvimento caracterizado por uma
diminui¢do da diferenciagdo axonal e alongamento do neurito, além de
apresentarem mudangas na morfologia dos cones de crescimento. Como
mecanismo de agdo foi demonstrado que o glifosato levou a uma
diminui¢do no nivel de WntS5a, um fator chave para o desenvolvimento
¢ a maturagdo inicial dos neuritos, além de induzir uma redugdo da
atividade da CaMKII. Os autores sugeriram que as alteragdes
observadas podem refletir uma subsequente disfun¢do neuronal.

No presente trabalho também avaliamos a atividade mitocondrial
nas células em meio de diferenciagdo por longo periodo de tempo (9
dias) e com o inicio de exposicdo ao glifosato P.A. ou ao HBG em dias
diferentes, T1 (DIV1 a DIV10), T2 (DIV4 a DIV10) ¢ T3 (DIV7 a
DIV10). Para isto, foi utilizada a sonda fluorescente MitoTracker®
Orange CM-H2 TMRo, ferramenta muito util para a determinagdo da
atividade oxidativa das mitocondrias. A sonda MitoTracker® Orange,
forma reduzida ndo fluorescente de tetrametilossamina, ¢ oxidada pelo
oxigénio molecular em células respirando ativamente gerando a forma
oxidada e fluorescente. Esta sonda depende do potencial de membrana
para se acumular nas mitocondrias (AGNELLO; MORICI; RINALDI,
2008).
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Os resultados demonstraram um aumento na atividade
mitocondrial apds exposi¢do ao HBG nas concentragdes 21,3 e 213 uM
e ao glifosato P.A. na concentragdo de 213 pM quando as células foram
expostas desde o primeiro dia de diferenciagdo (T1: DIV1 a DIV10). No
entanto, células expostas ao HBG (21,3 uM e 213 puM) e ao
glifosato P.A. (2,13 uM) tiveram a atividade mitocondrial diminuida
quando o tratamento foi iniciado no T3 (DIV7 ao DIV10). Com isso,
podemos concluir que tanto o glifosato P.A. quanto o HBG aumentaram
a atividade mitocondrial apo6s exposi¢do por longo periodo (T1) e
diminuiram a atividade apés inicio tardio de exposicdo (T3),
demonstrando promover diferentes respostas na atividade mitocondrial
de acordo com o estagio de diferenciagdo no qual as células foram
expostas.

Sabendo que alteragdes no potencial de membrana mitocondrial
podem levar a geragdo de EROs, no presente estudo também foi
verificado os niveis de formagdo de EROs em experimentos realizado
seguindo as mesmas condi¢des de exposicdo descritas para a atividade
mitocondrial. A producdo intracelular de EROs foi detectada pela
incubagcdo com a sonda CellROX® Deep Red. Esta sonda ndo ¢
fluorescente no estado reduzido, exibindo fluorescéncia apos a oxidagao
por EROs.

Os resultados demonstraram que a formagdo de EROs aumentou
ap6s o tratamento com 213 uM de glifosato P.A. no T3, e ndo no T1
como foi demonstrado na avaliacdo da atividade mitocondrial. Quanto
ao HBG, 213 pM, um aumento na formacdo de EROs ocorreu no T1,
onde também foi verificado um aumento da atividade mitocondrial.
Estes dados indicam que a exposicdo ao HBG desde o inicio da
diferenciacdo e por longo periodo leva a um aumento na atividade
oxidativa mitocondrial e dos niveis de EROs.

Heu et al (2012) demonstrou que disturbios no potencial da
membrana mitocondrial induzidos pelo glifosato poderiam ser uma das
causas de apoptose em culturas de queratinocitos apos exposi¢do a este
herbicida. Os autores concluiram que o papel das mitocondrias na via
citotoxica foi decorrente da superprodug¢do de EROs resultando em
estresse oxidativo, apoptose e, em condi¢des particulares, em necrose.

Com o intuito de avaliar o sistema glutamatérgico e a
diferenciacdo neuronal, a expressdo dos genes de VGIuT-1 e B-
Tubulina IIT também foi verificada nos diferentes grupos de tratamento
durante a diferenciagdo por 9 dias (DIV1 a DIV10).

O transportador de glutamato vesicular (VGIuT) esta envolvido
no carregamento ativo do glutamato em vesiculas sindpticas antes da



157

liberagdo exocitotica, desempenhando um papel crucial na sinalizagdo
do glutamato. Das trés isoformas de VGIuT, VGIuT1 e VGIuT2 estdo
localizadas em diferentes populagdes de neurdnios glutamatérgicos,
enquanto que VGIuT3 ¢ encontrado em neurdénios GABAérgicos,
colinérgicos e monoaminérgicos (DANBOLT, 2001; BRADY et al.,
2012). Varias linhas de evidéncia sugerem que a expressdo de VGIuT1
pode ser importante para o desenvolvimento do terminal pré-sinaptico.
Além disso, os niveis de VGIuT1 influenciam diretamente a quantidade
de carga e liberagdo de glutamato vesicular (BERRY et al., 2012).

Em relagdo ao VGIuTl1, os resultados demonstraram que o
glifosato P.A. aumentou significativamente a expressao do transportador
em todos os tempos (T1, T2 e T3) na concentrag¢do de 2,13 uM e, no T2
e T3 na concentragdo de 21,3 pM. Quanto ao HBG, a concentragdo de
21,3 uM no T2 e de 213 uM no T1 e T2 apresentaram aumento na
expressdo de VGIluT-1. Nenhuma diminuicdo na expressdo deste
transportador foi verificada tanto apds exposi¢do ao glifosato P.A.
quanto ao HBG.

A liberagdo vesicular do glutamato ¢ a principal via de
neurotransmissdo excitatoria no cérebro de mamiferos. A expressdo dos
VGluTs pode definir fenotipos glutamatérgicos nos neurdnios, uma vez
que a expressdo forgada de VGIuT1 e VGIuT2 em neurdnios inibitdrios
induz a liberagdo de glutamato (WOIJCIK et al., 2004). O aumento da
expressdo deste transportar vesicular ocasionado pelo HBG e pelo
glifosato P.A. pode estar provocando um excesso de liberagdo de
glutamato durante a diferenciagdo neuronal, podendo levar a morte
neuronal devido ao fendmeno de excitotoxicidade glutamatérgica. De
fato, em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa demonstramos
um aumento na liberagdo de glutamato em hipocampo de animais de 15
dias de idade apos exposicdo in vivo ao HBG durante o periodo pré e
pos-natal (CATTANI et al., 2014). Niveis elevados de VGIuTs em
vertebrados foram associados a excitotoxicidade em modelos animais de
epilepsia e de lesdo cerebral traumatica (VERMA et al., 2015).

Como complemento aos estudos de imunocitoquimica também
foi investigada alteracdo na expressdo de mRNA de VGIuT-1 por meio
da técnica de RT-qPCR apos exposigdo ao HBG ou ao glifosato P.A.
durante periodo de diferenciagdo neuronal de 3 ou 9 dias. Nenhuma
alteracdo foi observada apos 3 dias de exposi¢do, entretando, apos 9 dias
tanto o glifosato P.A. quanto o HBG demonstraram provocar um
aumento na expressao do transportador quando comparados com grupo
controle, porém, ndo foram estatisticamente significativos. Neste
trabalho também foi avaliada a expressdo do receptor de glutamato,
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NMDARI, no entanto, nenhuma alteracio em sua expressdo foi
observada.

Quanto a expressdo de B-Tubulina III foi verificado um aumento
apds a exposi¢do ao glifosato P.A. em todos os tempos nas
concentracdes de 2,13 uM e 21,3 uM e, no T2 para a concentragdo de
213 pM. Quanto a exposicdo ao HBG, em todas as concentragdes no T2
foi verificado um aumento na expressdo de B-Tubulina III bem como
ap6s a exposi¢do a concentracdo de 213 uM no T1. Nenhuma
diminui¢do quanto a expressdo B-Tubulina III foi verificada apoés
exposi¢do ao HBG ou ao glifosato P.A. nas concentragdes e tempos
avaliados.

A tubulina, proteina de subunidade dos microtibulos, ¢ um
heterodimero o/B. Nos mamiferos, existem sete isotipos de P-tubulina
estabelecidos, referidos como B I, B II, B III, B IVa, BIVb, B Ve p VL. A
B-Tubulina III ¢ encontrada quase que exclusivamente em neurdnios,
sendo considerada como um bom marcador neuronal. Sabe-se que os
microtibulos estdo envolvidos em muitas fungdes celulares, incluindo
mitose, transporte intracelular, determinagdo da morfologia celular e
diferenciagio (GUO; WALSS-BASS; LUDUENA, 2010).

Aumentos da expressdo de B-Tubulina III em células imaturas
esta relacionada com a promocdo da diferenciacdo neuronal apos
exposi¢do ao H,O, (ESTRADA et al., 2014), cetamina (HUANG et al.,
2015), e também devido ao estresse do reticulo endoplasmatico
(KAWADA et al., 2014). Sendo assim, os resultados indicaram que o
tratamento com o HBG ou com o glifosato P.A. tiveram o potencial de
influenciar a expressao da B-Tubulina III afetando assim a diferenciagdo
neuronal das células C17.2.

Devido a importancia da diferenciagdo durante a neurogénese, ¢
possivel que a exposi¢do pré e pds-natal ao HBG ou ao glifosato P.A.
pode interferir com a neurogénese no cérebro em desenvolvimento. Este
aumento da diferencia¢do durante o neurodesenvolvimento pode resultar
em anormalidades quanto ao numero e propor¢do de neurdnios e
astrocitos, resultando em distarbios quanto a estrutura e formagdo de
circuitos neuronais.
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4.3.6 Conclusdes parciais

A exposi¢do ao HBG ou ao glifosato P.A. das células C17.2 em
diferenciacdo, demonstrou provocar:

- Citotoxicidade precoce (células indiferenciadas foram mais
sensiveis ao HBG e ao glifosato P.A.);

- Distarbio na atividade mitocondrial,
- Aumento na geragdo de EROs;
- Indugdo da expressdo de genes envolvidos com o sistema

glutamatérgico e com a diferenciacdo neuronal, VGIuT1 e
B-Tubulina III.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio do uso de estudos envolvendo abordagens in vivo
(Estudo 1II), in vitro (Estudo I e III) e in silico (ESTUDO II) utilizando
modelos animais, bem como de cultura celular e simulagdo
computacional, demonstramos claramente a neurotoxicidade induzida
pelo glifosato em tecido hipocampal e em células progenitoras neurais.
Os mecanismos envolvidos no processo de neurotoxicidade estdo
associados ao estresse oxidativo, excitotoxicidade glutamatérgica,
alteracdes do metabolismo energético, além de alteracdes na expressio
de proteinas importantes para a fungdo neural (Figura 51). Dentre esses,
o envolvimento do sistema glutamatérgico e o estresse oxidativo, efeitos
observados nos trés estudos, sdo evidéncias da neurotoxicidade do
glifosato. Tanto o estresse oxidativo (CHEN; LIU, 2017) quanto a
excitotoxicidade glutamatérgica (DOBLE, 1995; PLATT, 2007,
MILADINOVIC; NASHED,; SINGH, 2015) ocorrem em diversas
patologias que acometem o SNC, incluindo doengas psiquitricas e
neurodegenerativas.

Os resultados demonstrados nos estudos desta tese corroboram
entre si e apontam para um potencial neurotéxico do glifosato focando
no periodo do neurodesenvolvimento. O presente trabalho abrangeu
diferentes idades e tempos de exposi¢do. Tanto as exposi¢des por curto
periodo de tempo quanto por periodos mais longos, seja em modelo de
cultura celular, exposicdo do tecido ao herbicida ou exposicdo
subcronica in vivo, demonstraram altera¢des neuroquimicas em periodos
criticos do neurodesenvolvimento, o que pode estar contribuindo para o
comportamento tipo depressivo observado na fase adulta.

A influéncia da exposi¢do a pesticidas em transtornos mentais,
suicidio e saide em geral ¢ um problema de satde publica muito
importante. Diversos estudos tém avaliado o impacto que a exposi¢ao
prolongada a grandes quantidades de pesticidas pode ter sobre a satde
mental dos agricultores, levando-os & depressio e ao suicidio
(STALLONES; BESELER, 2002; STALLONES, 2006; MEYER et al., 2010;
BEARD et al.. 2014; FARIA; FASSA; MEUCCI, 2014; FARIA et al., 2014). O
uso de pesticidas também ¢ associado com outras condigdes
neurolégicas, incluindo a doenca de Parkinson (RITZ; PAUL;
BRONSTEIN, 2016) e a doenca de Alzheimer (JONES, 2010;
HAYDEN et al., 2010), ambas tendo a depressdo como um de seus
efeitos.

Segundo a organiza¢do mundial de saude (OMS), mais de 300
milhdes de pessoas de todas as idades sofrem de depressdo atualmente
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no mundo, e esse numero representou um aumento de mais de 18%
entre 2005 e 2015. A preocupagdo com o aumento no niimero de casos é
tanta que no ano de 2017 a OMS liderou uma campanha mundial sobre
a depressdo, a qual ¢ uma das condig¢des prioritarias abrangidas pelo
Programa de Acdo de Interesse Mental da OMS (mhGAP) (OMS,
2017).

No pior dos casos, a depressdo pode levar ao suicidio e,
atualmente, cerca de 800.000 pessoas morrem por suicidio a cada ano,
sendo considerado como a segunda principal causa de morte entre
jovens de 15 a 29 anos. Estima-se que cerca de 30% dos suicidios
globais sejam devido a autointoxicacdo por pesticidas, a maioria dos
quais ocorre em areas agricolas rurais em paises de baixa ¢ média renda
(OMS, 2017).

A depressdo ¢ uma doenga complexa e pode ter varios fatores
desencadeantes. Apesar de que a correlagdo positiva entre o aumento no
uso de agrotoxicos com o aumento de casos de depressdo parece ser
bem evidente, ainda ha uma escassez de dados cientificos que
comprovem tal relagdo. A maioria dos estudos focam apenas em
agrotoxicos ja conhecidos por seu potencial neurotdxico, como o0s
organofosforados, deixando de lado pesticidas como o glifosato, os
quais sdo largamente utilizados na agricultura e ndo tiveram uma
avaliagdo quanto ao seu potencial neurotdxico ja que foram inicialmente
considerados seguros.

Assim, o presente estudo demonstrou que as alteragdes
bioquimicas decorrentes da exposicdo ao glifosato P.A. e/ou ao HBG
resultaram em alteragdes fisiologicas levando a um comportamento tipo
depressivo apds exposi¢do por longo periodo de tempo. Cabe ressaltar
que novos experimentos, tanto comportamentais quanto bioquimicos,
ainda sdo necessarios para comprovar o potencial neurotéxico do
glifosato durante o neurodesenvolvimento.

Levando em consideracdo a miriade de compostos quimicos a
qual estamos expostos atualmente e que menos de 20% destes
compostos foram testados quanto a sua toxicidade durante o
neurodesenvolvimento, ressaltamos a importancia de estudos que visam
sanar esta lacuna, fornecendo cada vez mais dados quanto ao efeito
desses compostos, ajudando assim a melhorar a qualidade de vida da
populacgao.
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Figura 51 — Representagdo esquematica dos 3 estudos desenvolvidos neste
trabalho bem como dos principais resultados obtidos.
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Os estudos desenvolvidos neste trabalho utilizaram de uma abordagem in vivo
(Estudo 1II), in vitro (Estudo I e III) e in silico (ESTUDO II), bem como de
modelos animais, cultura celular e simulagdo computacional, para demonstrar o
potencial neurotdoxico do herbicida glifosato. Os principais mecanismos
envolvidos no processo de neurotoxicidade do glifosato englobaram o estresse
oxidativo e a excitotoxicidade glutamatérgica.
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6 CONCLUSOES

* O estudo I demonstrou diferencas significativas entre a
toxicidade da formulagdo comercial de um herbicida a base de glifosato
(HBG), do principio ativo glifosato e de seu principal metabolito, o
AMPA. O conjunto dos resultados obtidos com os parametros
bioquimicos avaliados levaram a conclusdo que a exposicdo in vitro das
fatias hipocampais de ratos imaturos ao HBG provocou uma maior
toxicidade do que a exposigdo ao glifosato P.A. ou ao AMPA.

* Exposi¢des pré e pos-natal ao HBG (Estudo II) levam a um
aumento na producdo de estresse oxidativo promovendo um
desequilibrio na atividade das enzimas relacionadas ao sistema
antioxidante de forma diferente quanto ao tempo de exposicdo,
demonstrando que no periodo relacionado ao neurodesenvolvimento
foram encontradas alteragdes mais significativas nestes parametros;

* Alguns dos mecanismos subjacentes a neurotoxicidade induzida
pelo HBG em modelos in vivo e in vitro com animais envolveram a
ativagdo do receptor NMDA, a liberagdo da proteina astrocitica S100B,
e a diminui¢do da ativacdo da via NF-kB de p65.

* A inibi¢do da enzima colinesterase em fatias de hipocampo
tratadas in vitro com HBG, glifosato P.A. ou AMPA, ou, no hipocampo
de animais expostos de forma subcronica (in vivo) ao HBG sugere o
envolvimento do sistema colinérgico, além do glutamatérgico.

* A persisténcia do fenomeno de excitotoxicidade glutamatérgica
desde a fase imatura até a fase adulta no hipocampo de ratos pode estar
relacionada, a0 menos em parte, com o comportamento tipo depressivo
observado nos animais adultos apods a exposi¢do subcronica ao HBG.

* O HBG ¢ o glifosato P.A. afetaram de forma diferente, em
termos de citotoxicidade e metabolismo, as células C17.2 durante
periodo de diferenciagdo neuronal.

* A exposicdo ao HBG e ao glifosato P.A. durante a
diferenciacdo neuronal das células C17.2 induziu um aumento da
expressdao de VGIuT e f-Tubulina III alterando a liberagdo de glutamato
e a diferenciagdo neuronal.

Tendo em vista os resultados expostos nesta tese, destacamos o
potencial neurotéxico dos herbicidas a base de glifosato, ressaltando a
necessidade de um controle mais rigoroso quanto ao uso bem como
quanto a avaliacdo toxicologica deste agrotoxico. Assim, enfatizamos a
importancia em utilizar tanto as formulagdes comerciais quanto 0s
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ingredientes ativos e seus metabolitos para uma avaliagdo mais coerente
do perfil toxicologico dos agrotoxicos.
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7 PERSPECTIVAS

Apoiados nos resultados obtidos até o presente momento
evidenciando a neurotoxicidade induzida pela formulagcdo comercial
contendo glifosato, bem como pelo glifosato P.A. e seu metabdlito
AMPA, para dar continuidade a esses estudos pretende-se:

¢ Avaliar o mecanismo de morte neuronal, assim como realizar a
analise morfométrica em hipocampo dos animais expostos
subcronicamente ao HBG;

* Proceder novos experimentos investigando outros estudos
comportamentais que possam estar associados aos transtornos
psiquiatricos, como esquizofrenia;

* Realizar 0os mesmo experimentos com animais fémeas para
avaliar as diferencas entre os géneros;

* Verificar a modulacdo de vias de sinalizagdo neuronal
envolvidas com o estresse oxidativo;

* Verificar a participacao do sistema GABAérgico no mecanismo
de toxicidade do HBG, glifosato P.A. ¢ AMPA;

* Verificar a expressdo de algumas das enzimas do sistema
antioxidante, como a SOD, a CAT e a tiorredoxina redutase, tanto na
fase imatura (PND15) quanto na fase adulta (PND60) de ratos expostos
subcronicamente ao HBG bem como a expressio do receptor
glutamatérgico NMDA e dos transportadores astrocitarios de glutamato;

e Avaliar a exposi¢do lactacional ao HBG utilizando He-
glifosato;

* Avaliar se a interrup¢do da exposi¢do ao HBG, por diferentes
periodos, é capaz de reverter os efeitos causados pelo herbicida no
sistema nervoso de ratos.
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