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RESUMO

Sugere-se que a exposicdo ocupacional a agrotoxicos pode levar a uma
grande diversidade de alteragbes bioquimicas que podem ser
correlacionadas ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas.
Nosso estudo investigou as alteracdes bioquimicas induzidas pela
exposicdo aguda (in vitro) ou cronica (durante o periodo gestacional e
lactacional) ao herbicida Roundup® sobre fatias de hipocampo de ratos
de 15 dias de idade. Para o tratamento in vivo as ratas prenhas receberam
1% de Roundup® (0,36% glifosato) na agua de beber desde o 5° dia
gestacional até os filhotes completarem 15 dias de vida pés-natal, sendo
gue os controles receberam apenas agua durante o mesmo periodo. Para
o tratamento in vitro, fatias de hipocampo de ratos imaturos foram
incubadas por 30 minutos com ou sem 0,01% de Roundup® (0,0036%
de glifosato). Agonista e antagonistas de receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA (NMDA/glicina, AP-5 e MK-801), inibidores das vias de
sinalizacdo da CaMKII, ERK/MAPK, PKA e PLC/PKC (KN-93,
PD98059, H89, R031-8220 e U73122, respectivamente) e bloqueador de
canal de célcio dependente de voltagem do tipo-L (nifedipina) foram
utilizados para determinar 0s mecanismos envolvidos na
neurotoxicidade do Roundup® no hipocampo de ratos. Também foram
determinados marcadores bioquimicos e de dano oxidativo, assim como
a possivel indugdo de excitotoxicidade glutamatérgica, através do estudo
das alteraces no influxo de **Ca*", bem como na captacio, liberagdo e
metabolismo do glutamato em fatias de hipocampo. Os resultados
obtidos ap6s o tratamento in vivo mostraram que a exposi¢do ao
Roundup® durante os periodos pré- e pds-natal aumentou o influxo de
Ca”": diminuiu captacdo de [°H]-glutamato e os niveis de GSH;
promoveu acumulo de 14C-MeAIB; aumentou atividade das enzimas
gama glutamil transferase (y-GT) e aspartato aminotransferase (AST),
assim como inibiu a atividade da glicose-6-P desidrogenase (G6PD),
alanina aminotransferase (ALT) e glutamina sintetase (GS) no
hipocampo de ratos imaturos. Além disso, observou-se que o pesticida
induziu a ativagdo/fosforilagdo da ERK1/2, INK1/2, Akt e GSK3p. No
tratamento in vitro os resultados demonstraram que a exposi¢do ao
glifosato-Roundup® aumentou o influxo de **Ca®*; diminuiu a captacéo
e aumentou a liberacéo de [°H]-glutamato; diminuiu os niveis de GSH;
aumentou a lipoperoxidacdo; promoveu aciimulo de **C-MeAlIB; inibiu
a atividade enzimatica da y-GT, AST/ALT, G6PD e GS no hipocampo
de ratos imaturos. Além disso, observou-se que o mecanismo de



toxicidade do agrotéxico induz o influxo de Ca*" via ativacio do
receptor NMDA para glutamato e abertura dos canais de Ca®'
dependentes de voltagem do tipo L. Além disso, 0 mecanismo do
Roundup® também envolve a modulagdo das vias de sinalizagdo da
CaMKIl, ERK/MAPK e PLC/PKC. Em conjunto, nossos resultados
sugerem o envolvimento de excitotoxicidade glutamatérgica, estresse
oxidativo e de cascatas de sinalizacdo celular nos efeitos do Roundup®
sobre o hipocampo de ratos. O entendimento dos alvos celulares e
moleculares de a¢do do Roundup®, assim como das vias de sinaliza¢do
celular moduladas por este agrotéxico poderao indicar futuros alvos para
intervencdo preventiva, terapéutica e/ou diagndstica em prol da saude
dos individuos expostos.

Palavras chaves: Roundup®. Excitotoxicidade glutamatérgica. Estresse
oxidativo. Parametros bioguimicos.



ABSTRACT

It has been suggested that occupational exposure to pesticides may lead
to biochemical changes which might be related to neurodegenerative
conditions. Our study investigated the biochemical changes induced by
acute (in vitro) or chronic (during the pre- and post-pregnancy) exposure
to Roundup® on hippocampal slices from 15 days old rats. For in vivo
treatment, pregnant females received 1% Roundup® (glyphosate 0.36%)
in drinking water from gestational day 5 until the day of the
experiments, which were carried out by using 15-day old pups. Control
groups received only water during the same period. For in vitro
treatment, hippocampal slices from immature rats were exposed to
0.01% Roundup® (0.0036% glyphosate) for 30 minutes. Glutamate
receptor agonist and antagonists (NMDA/Gly, AP-5, MK-801),
inhibitors of CaMKIl, ERK/MAPK, PKA e PLC/PKC (KN-93,
PD98059, H89, Ro031-8220 e U73122, respectivelly) and L-type
voltage-dependent calcium channel blocker (nifedipine) were used in
order to investigate the mechanisms underlying Roundup®
neurotoxicity in rat hippocampus. The effect of the pesticide on “*Ca®*
influx, enzymatic activities, as well as on the uptake, release and
metabolism of glutamate were determined in hippocampal slices in
order to investigate the participation of oxidative damage and
glutamatergic excitotoxicity in the mechanism of Roundup®
neurotoxicity. The results obtained after treatment in vivo showed that
exposure to Roundup® during gestational and lactational period
increased *Ca®* influx; decreased glutamate uptake and GSH levels;
promoted **C-MeAIB accumulation; increased the activity of the
enzymes aspartate aminotransferase (AST) and gamma glutamyl
transferase (y-GT) and inhibited the activity of glucose-6-P
dehydrogenase (G6PD), alanine aminotransferase (ALT) and glutamine
synthetase (GS) in immature rat hippocampus. Furthermore, it was
observed that the pesticide induced activation/phosphorylation of
ERK1/2, INK1/2, Akt and GSK3pB. On the other hand, the acute (in
vitro) exposure do the pesticide increased “°Ca" influx; decreased [*H]-
glutamate uptake and increased its release; decreased GSH levels;
increased lipid peroxidation; promoted **C-MeAlB accumulation;
inhibited the enzymatic activity of y-GT, AST/ALT, GS and G6PD in
immature rat hippocampus. Moreover, it was observed that Roundup®
exposure leads to calcium overload through NMDA receptor activation
and L-type voltage dependent Ca®* channels opening. Also, the
mechanism of pesticide toxicity involves activation of kinase cascades



such as CaMKIl, ERK/MAPK and PLC/PKC. Taken together, our
results suggested the involvement of glutamatergic excitotoxicity,
oxidative stress and the modulation of signaling pathways in mechanism
of Roundup®. The knowledge of the molecular and cellular targets of
Roundup®, as well as the signaling pathways modulated by this
pesticide may indicate future targets for clinical intervention of exposed
individuals.

Key words: Roundup®. Glutamatergic excitotoxicity. Oxidative stress.
Biochemical parameters.
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1 INTRODUCAO

O avanco industrial e agricola no século XX foi determinante
para 0 aumento intensivo na utilizacdo de agrotdxicos, produtos
quimicos projetados especificamente para o controle de pragas, que
emergiram durante a revolucdo verde com o propdésito de diminuir os
custos dos alimentos e melhorar a disponibilidade destes para uma
populacdo humana em continuo crescimento (QUEIROZ; WAISSMANN,
2006; LONDRES, 2011).

O Brasil atualmente é o maior consumidor mundial destes
produtos, tendo ultrapassado a marca de um milhdo de toneladas de
agrotéxicos utilizados por ano, nimero este que representa nada menos
que aproximadamente 5 kg de pesticida por habitante (LONDRES, 2011).
O uso exacerbado destes produtos e as condigdes insalubres as quais
muitos trabalhadores agricolas sdo expostos levam a uma contaminagdo
tanto humana e de animais, quanto do ambiente. Esse uso intensivo e
inadequado traz ainda um processo de resisténcia a pragas e ervas
infestante, bem como a ligacdo destes pesticidas com o desenvolvimento
de diversas doencas (AGRA; SANTOS, 2001; PARRON et al., 2011).

Correlagbes importantes entre o maior volume na venda de
agrotoxicos e aumento nos indices de diversos tipos de céancer,
distirbios enddcrinos e uma alta prevaléncia de doencas
neurodegenerativas em trabalhadores agricolas vem sendo descritas
(LONDRES, 2011). Os pesticidas, mesmo em doses relativamente baixas,
podem afetar as células neuronais através de mecanismos que envolvem
estresse oxidativo, inflamacdo e ainda, a morte neuronal por apoptose.
Essa perda neuronal em determinadas regiGes do cérebro pode resultar
em declinio cognitivo, perturbacdes da memoria e atengdo, e danos a
funcdo motora. Estes distlrbios neurocomportamentais podem,
eventualmente, levar & doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson e
outras formas de deméncia (PARRON et al., 2011). Estimulacdo da
producdo de radicais livres, peroxidacdo de lipidios, e perturbacfes na
capacidade antioxidante celular sdo mecanismos de toxicidade na
maioria dos pesticidas (ABDOLLAHI et al., 2004).

Diversas evidéncias demonstram um importante papel da
ativacdo excessiva dos receptores glutamatérgicos na indugdo de morte
neuronal e neurodegeneracdo. A subclasse de receptores ionotrépicos
para glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) é a subclasse mais
seletiva e mais efetiva que as demais em mediar os danos
neurodegenerativos. A superativagdo destes receptores pelo glutamato
acarreta em aumento no influxo de Ca®* e, niveis elevados anormais
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deste ion sdo responsaveis pelo fendmeno de excitotoxicidade
glutamatérgica, que leva a estresse oxidativo, dano mitocondrial e
consequentemente a morte celular (FAN; RAYMOND, 2007, WANG;
MICHAELIS, 2010).

FormulagBes de agrotoxicos contendo o herbicida glifosato séo
as mais vendidas no Brasil e no mundo. A Monsanto, que 0
comercializa sob a marca Roundup® deteve a patente do glifosato até o
ano 2000. Essa grande popularidade do glifosato deriva da sua eficacia
contra uma ampla gama de espécies de ervas daninhas, do seu baixo
custo, e da publicidade de que este pesticida tem um baixo impacto
ambiental, sendo seguro para com a salde humana e de animais, ja que
ele atua em uma via presente exclusivamente em plantas e alguns
microorganismos (LONDRES, 2011; POLLEGIONI; SCHONBRUNN;
SIEHL, 2011).

Apesar da grande complexidade de efeitos causados pela
exposicdo ambiental a estes agrotdxicos sobre a salde humana, ainda
ndo estdo caracterizados biomarcadores que identifiguem uma acgédo
bioldgica direta dos diferentes pesticidas sobre o organismo, & exce¢do
dos pesticidas organofosforados. E  descrito que estudos
epidemiolégicos, com agricultores como grupo ocupacional sdo muito
gerais e limitados, ndo permitindo que se identifiguem os alvos de acdo
para cada agrotoxico, além da impossibilidade de se avaliar as alteragdes
fisiolégicas especificas para cada tipo de tecido.

Os mecanismos moleculares precisos pelos quais 0 Roundup®
modifica a expressdo e a atividade enzimatica, bem como os envolvidos
na indugdo de estresse oxidativo, ndo sdo conhecidos. Sendo assim, a
investigacdo das alteracbes em diferentes rotas de sinalizagdo em
modelos animais de exposicao a agrotdxicos pode ajudar a compreender
0s mecanismos envolvidos na fisiopatologia das disfuncdes celulares.

Nosso estudo investigou as agdes da prepara¢do comercial
Roundup® sobre parametros bioquimicos em células neurais apds
exposicdo cronica (gestacional e pos-natal) e aguda (tratamento in vitro)
ao agrotoxico, na tentativa de melhor compreender as alteracdes
causadas por esta substancia.

Os resultados deste estudo poderdo contribuir para o
conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos nos
processos de desenvolvimento de diversas patologias, incluindo doencas
neurodegenerativas e neoplasias, potencialmente desencadeadas pela
exposicdo cronica a pesticidas, que possam futuramente ser alvos de
novas estratégias terapéuticas visando o controle ou monitoramento
mais eficaz das disfuncGes celulares causadas por estas substancias.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivos Gerais

Investigar os mecanismos envolvidos na neurotoxicidade
induzida pela exposi¢do in vivo ou in vitro ao agrotdxico Roundup®
sobre 0 hipocampo de ratos imaturos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Verificar o efeito da exposi¢do tanto in vivo quanto in vitro a
formulagdo comercial Roundup®, contendo o herbicida glifosato, sobre
o influxo de “Ca”* e a viabilidade celular em fatias de hipocampo de
ratos imaturos;

e Investigar o efeito do Roundup® sobre a liberacdo e a captacdo
do neurotransmissor excitatério glutamato;

e Estudar o envolvimento dos receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA e dos CCDV-L nos mecanismos envolvidos na captacio de Ca**
e na atividade da y-GT modulados pelo Roundup® em hipocampo de
ratos imaturos;

e Auvaliar o efeito da exposi¢do aguda ou cronica ao Roundup®
sobre o transporte de aminodcidos neutros, via sistema A (alanina,
serina e glutamina), utilizando o aminoécido modelo **C-MeAIB;

e Investigar as consequéncias da exposi¢do in vivo e in vitro ao
Roundup® sobre a atividade da glutamina sintetase, da ALT, da AST,
da G6PD e da y-GT,

e Verificar o efeito do Roundup® sobre os niveis de TBARS e de
GSH em hipocampo de ratos imaturos;

e Estudar o envolvimento de diferentes rotas de sinalizacdo
celular no mecanismo de toxicidade do Roundup® sobre o hipocampo
de ratos imaturos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 AGROTOXICOS

Os agrotoxicos constituem uma categoria heterogénea de
produtos quimicos projetados especificamente para o controle de pragas
e sua aplicacdo constitui um meio eficaz para a elevacdo da
produtividade agricola mundialmente. Entretanto, 0 uso excessivo de
agrotéxicos tem levado a contaminacdo dos recursos hidricos e,
principalmente & do homem, tanto diretamente, como trabalhadores em
estufas e na agricultura, quanto indiretamente, via consumo de
alimentos. E provavel que uma quantidade significativa destes pesticidas
e seus metabolitos atinjam rios e estuarios. A contaminagdo por
agrotéxicos das aguas superficiais provenientes de atividades
industriais, agricolas e domésticas ja € um problema de importancia
mundial (AGRA; SANTOS, 2001; EL-SHENAWY, 2009; SALBEGO et al.,
2010; EL-DEMERDASH, 2011).

A figura 1 representa a porcentagem de estabelecimentos rurais
gue utilizam agrotéxicos em cada municipio brasileiro, sendo possivel
perceber a grande concentragdo de uso nas regifes em que predomina o
chamado agronegécio (municipios da regido Sul e Centro Oeste), onde a
soja e 0 milho tem papel central (BOMBARDI, 2011).

Em 2010, o Brasil utilizou cerca de 1 bilhdo de litros de
agrotéxicos, o que da uma média de 5,08 L de agrotoxicos por
brasileiro. S6 no setor agricola, cerca de 12 milhdes de trabalhadores
rurais sdo expostos diariamente aos agrotdxicos (ANVISA, 2011).
Embora diversas condi¢cBes de salde sejam associadas a exposicdo a
agrotéxicos, uma ligacdo clara entre esta exposicédo e os efeitos sobre a
salide humana permanece um grande desafio aos pesquisadores.

Desde 2008, o Brasil tornou-se o0 maior consumidor mundial de
agrotéxicos e estd entre os seis maiores importadores mundiais de
agrotoxicos. Em 2010 o mercado mundial de agrotéxicos movimentou
US$ 51,2 bilhdes e o brasileiro US$ 7,3 bilhGes. As vendas mundiais,
entre 2000 e 2010, cresceram 93%, e as vendas brasileiras cresceram
190%, no mesmo periodo a area plantada aumentou 30% e a venda de
agrotéxicos aumentou 190%. Esses dados demonstram a intensificacéo
do uso do produto nas lavouras brasileiras, que estdo usando cada vez
mais agrotdxicos por hectare plantado (ANVISA, 2011).
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Figura 1 — Mapa da utilizac8o de agrotdxicos por municipios brasileiros.
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A toxicidade dos pesticidas vem sendo claramente relacionada
com uma variedade de alteragdes nas funcles fisiologicas, como as
alteragdes bioquimicas resultando em estresse oxidativo, danos
citogenéticos (TOPE et al., 2006; JIA; MISRA, 2007), alteracdes no sistema
respiratorio e hepéatico (KESAVACHANDRAN et al., 2006; SANTOS
FILHO et al, 2005), além de uma importante correlagdio com o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a doenca de
Parkinson e a doenca de Alzheimer (WANG et al., 2006; PENG et al., 2007;
HAYDEN et al., 2010). Tem sido descrito que os pesticidas estdo
associados tanto ao desenvolvimento quanto a progressao de doencas
neurodegenerativas.

Recentes evidéncias relatam a atuacdo de alguns pesticidas
como desreguladores endécrinos, contribuindo com vérios efeitos
adversos associados com a reproducdo e o desenvolvimento. A
exposicao cronica a agrotoxicos também tem sido associada a sintomas
psiquiatricos, incluindo transtornos afetivos, como depresséo, ansiedade
e comportamento agressivo, contribuindo assim para o risco de suicidio
(FRANCO et al., 2010; PARRON et al., 2011).

Pesticidas consistem de maultiplas classes e subclasses de
componentes e s8o0 comumente classificados quanto ao organismo alvo
(herbicidas, inseticidas, fungicidas) ou de acordo com sua classe
guimica (organofosforados, triazina). Herbicidas sdo substancias
guimicas fitotdxicas, utilizadas para destruicdo de varias ervas daninhas
ou para inibir o seu crescimento. Eles tem diferentes graus de
especificidade. Alguns, por exemplo, 0 paraquat, matam todas as plantas
verdes, enquanto que os compostos fendxi sdo especificos para
determinado grupo de plantas. Os herbicidas representam cerca de 50%
do total de agrotoxicos comercializados. Esse nimero se deve, em parte,
as praticas de monocultura e a mecanizacdo agricola (GUPTA, 2004;
GUPTA, 2007; FRANCO et al., 2010).

2.1.1 Herbicida Roundup®

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] € um herbicida pés-
emergente, sistémico, ndo seletivo, hidrossoltvel e de amplo espectro. E
amplamente utilizado tanto em &reas agricolas quanto urbanas em todo o
mundo. Pertence a classe quimica dos organofosforados e geralmente é
formulado com uma base organica, isopropilamina (IPA), onde se obtém
um sal mais solGvel em dgua (BEURET; ZIRULNIK; GIMENEZ, 2005; EL-
SHENAWY, 2009; SALBEGO et al., 2010; POLLEGIONI; SCHONBRUNN;
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SIEHL, 2011; SRIBANDITMONGKOL et al., 2012). A estrutura quimica do
glifosato esta representada na figura 2.

Figura 2 — Estrutura do glifosato.
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FONTE: Mesnage, Bernay e Séralini (2012).

Desenvolvido pela empresa Monsanto e introduzido na
agricultura mundial em 1974, o glifosato é formulado comercialmente
em Roundup® como seu sal de IPA. O Roundup® é comumente
formulado com agua a 2,13 M e um agente tensoativo (360 g de acido/L
livre ou 480 g/L de sal IPA). A proporcdo de glifosato para o agente
tensoativo no Roundup® varia de acordo com o pais no qual o produto é
comercializado (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000; EL-SHENAWY,
2009).

O surfactante predominante utilizado nos produtos Roundup®
em todo o mundo é o polioxietilenoamina (POEA), o qual é uma mistura
de alquilaminas de cadeias longas polietoxilado e sintetizado a partir de
acidos graxos derivados de animais. Este agente tensoativo ndo idnico
favorece a penetracdo do glifosato na cuticula da planta, melhorando
assim a sua efetividade. O POEA € 2 a 3 vezes mais toxico do que o
glifosato, e o produto formulado com este surfactante, como Roundup®,
pode ser ainda mais toxico que o herbicida isolado (WILLIAMS; KROES;
MUNRO, 2000; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2012;
SRIBANDITMONGKOL et al., 2012).

A utilizacdo crescente e desenfreada do agrotoxico Roundup®
tende a aumentar ainda mais, considerando-se que a grande maioria das
plantas geneticamente modificadas é tolerante a este herbicida. Em
cultivos transgénicos resistentes ao glifosato (pds-emergentes), este
pode ser aplicado em grande quantidade com o intuito de remover ervas
daninha, sem causar danos as plantacGes. Este novo e “revolucionario”
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padrdo de uso do glifosato comegou em 1996, com a introducdo da soja
transgénica resistente a0 Roundup®, lancada e comercializada sob a
marca Roundup Ready® nos EUA (ANADON et al., 2009; POLLEGIONI;
SCHONBRUNN; SIEHL, 2011).

S8o descritas diferencas importantes na toxicidade das
preparacdes comerciais em relacdo ao glifosato de grau analitico, que
podem ser consequéncia de sinergismo entre 0s componentes da
formulacdo do Roundup®. Peixoto (2005) descreveu toxicidade
mitocondrial do Roundup®, sendo que esta toxicidade néo foi
reproduzida no tratamento com glifosato isolado. Martinez e
colaboradores (2007) demonstraram citotoxicidade em células
mononucleares humanas tanto apos tratamento com Roundup® quanto
com glifosato de grau analitico; porém, a preparacdo comercial foi
significativamente mais tdxica, reforcando a hip6tese de que a
toxicidade deste agrotoxico deve-se provavelmente a um sinergismo
entre o glifosato e os demais componentes da formulagdo. Mesnage,
Bernay e Séralini (2012) demonstraram que o Roundup® e POEA s&o
mais toxicos do que o glifosato, por si s, em trés tipos de linhagens
celulares humanas: hepaticas, embrionarias e placentarias (HepG2,
HEK?293, JEG3, respectivamente). Acredita-se que os adjuvantes da
formulagdo comercial promovam maior absorcéo celular do pesticida.

Cabe lembrar que o herbicida glifosato € promovido pelo
fabricante como ndo apresentando risco para a saude humana, com
toxicidade aguda muito baixa em condi¢des normais de utilizacéo.

2.1.1.1 Mecanismo de Acéo

O glifosato inibe o crescimento de plantas através da
interferéncia com a producdo de aminoacidos aromaticos essenciais. O
glifosato inibe competitivamente uma enzima critica da via do
chiquimato, a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS). Esta
enzima desempenha um papel fundamental na biossintese do
intermediario corismato, necessario para a sintese dos aminoacidos
essenciais, fenilalanina, tirosina e triptofano. Consequentemente, ocorre
redugdo na sintese de proteinas provocando o término do crescimento e,
eventualmente, rompimento, e morte celular. Esta via de biossintese de
aminoacidos aromaticos (Figura 3) é encontrada em plantas, bem como
fungos e bactérias, mas ndo em insetos, aves, peixes, mamiferos e seres
humanos, proporcionando assim uma toxicidade especifica e seletiva
para espécies de plantas (GUPTA, 2007; ANADON et al., 2009).
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Figura 3 - Mecanismo de acéo do glifosato.
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2.1.2 Possiveis consequéncias da exposi¢ado ao Roundup® para a
saude

A exposicdo ao glifosato tem sido relacionada a alteragdes
bioquimicas resultando em: estresse oxidativo (GEHIN; GUYON; NICOD,
2006; CATTANEO et al., 2011; LARSEN et al., 2012), danos citogenéticos
(LUEKEN et al., 2004; MONROY et al., 2005; MANAS et al., 2009; CLAIR et
al., 2012; KOLLER et al., 2012), altera¢@es no ciclo celular (MARC et al.,
2002, 2003; MARC; MULNER-LORILLON; BELLE, 2004), correlagdo com
0 desenvolvimento de doengas neurodegenerativas (BARBOSA et al.,
2001; ANADON et al., 2008; GUI et al., 2012), desregulagdo enddcrina
(WALSH et al., 2000; RICHARD et al., 2005; BENACHOUR et al., 2007;
GASNIER et al., 2009; ROMANO; ROMANO; OLIVEIRA, 2009; ROMANO
et al., 2012), alteracOes na cadeia transportadora de elétrons (PEIXOTO,
2005), na integridade do citoesqueleto (HEDBERG; WALLIN, 2010), entre
outras.

Os pesticidas sdo amplamente difundidos no ambiente e o
impacto do uso excessivo dessas substancias para os individuos
expostos de forma aguda ou crénica ainda é pouco conhecido. O efeito
de doses baixas dos pesticidas bentazon, metalaxil e glifosato sobre o
metabolismo celular de glutationa e cisteina foi avaliado em culturas de
células HelLa e de hepatoma. Nenhum efeito foi observado quando as
células foram expostas a bentazon ou metalaxil. No entanto, o
tratamento com glifosato causou alteracBes significativas na
concentracdo intra e extracelular da cisteina, um aminodcido precursor
para a sintese de glutationa (HULTBERG, 2007). Além disso, Elie-Caille
et al. (2010) demonstraram que a exposicdo a 50 mM de glifosato por 30
minutos induz alteragbes morfoldgicas em células epiteliais humanas
(linhagem HaCaT), comprometendo a adesdo celular, levando a
desorganizacdo do citoesqueleto e condensacdo da cromatina. Estes
eventos estdo associados a inducéo de apoptose pelo pesticida.

Menezes et al. (2011) demonstraram indugdo de estresse
oxidativo em peixes ap6s 8 dias de exposicdo ao Roundup®. Foi
observado 0 aumento nos niveis de espécies reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) nos tecidos hepético, muscular e no cérebro.
Além disso, no figado a exposicdo ao herbicida também aumentou os
niveis de proteina carbonilada e diminuiu a atividade da glutationa S-
transferase (GST). Posteriormente, os peixes foram mantidos por mais 8
dias em 4gua sem o pesticida com o intuito de verificar a possivel
reversdo nos parametros oxidativos. Os dados mostraram que a
carbonilagéo de proteinas pode ser revertida, no entanto, a atividade da
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GST foi induzida apds o periodo de recuperacdo, possivelmente
indicando uma resposta compensatéria contra as condigdes tdxicas. Em
contraste, as atividades da Catalase (CAT) e Superéxido dismutase
(SOD), que ndo estavam alteradas anteriormente, diminuiram durante o
periodo de recuperacdo, indicando toxicidade ao herbicida.

Dallegrave e colaboradores (2007) demonstraram o efeito da
exposicdo ao Roundup® durante a gestacdo e lactacdo em ratas fémeas e
sua prole. Os resultados demonstraram que o Roundup® ndo induz
toxicidade materna, entretanto, afeta a funcéo reprodutiva dos filhotes
machos causando diminuicdo do nlmero e da producdo de
espermatozdides por dia na fase adulta, aumento da proporcdo de
espermatozdides anormais e diminui¢do do nivel de testosterona na
puberdade. Na prole feminina observou-se um atraso na abertura do
canal vaginal. A partir destes achados, 0s pesquisadores sugerem que a
exposicdo no Utero e durante o periodo lactacional ao Roundup® pode
induzir efeitos adversos significativos sobre o sistema reprodutor de
ratos machos durante a puberdade e na idade adulta.

Romano e colaboradores (2010) demonstram que a formulagéo
comercial de glifosato atua como um desregulador endécrino causando
diminuicdo dos niveis de testosterona e alteraces na morfologia
testicular, afetando consequentemente a progressao da puberdade. A
toxicidade do Roundup® sobre o sistema reprodutivo também esta
relacionada com a inibicdo da proteina regulatéria aguda da
esteroidogénese (StAR) (WALSH; KURATKO; STOCCO, 2000) e da
enzima aromatase (RICHARD et al., 2005), 0 que consequentemente leva
a reducdo nos niveis de testosterona e estradiol.

Os efeitos toxicos de concentragdes subletais de glifosato puro
foram testados em peixes Cnesterodon decemmaculatus. A
sobrevivéncia dos peixes foi de 100%, mesmo na maior concentracdo
testada, em conformidade com a baixa toxicidade letal relatada para o
glifosato. No entanto, um efeito inibidor significativo sobre a atividade
da acetilcolinesterase foi observado, mesmo com a menor concentracao
de herbicida testada. Estes resultados indicam que a acetilcolinesterase é
um biomarcador de neurotoxicidade induzida por glifosato em
Cnesterodon decemmaculatus (MENENDEZ-HELMAN et al., 2012),
apesar deste herbicida néo inibir a colinesterase plasmatica em humanos.

No estudo de Mladinic et al. (2009) foram avaliados o potencial
genotdxico e oxidativo do glifosato em linfocitos humanos, utilizando
concentracdes encontradas na exposicao residencial e ocupacional a este
herbicida. Uma vez que ndo foram observados efeitos dependentes de
dose, os autores sugerem que o glifosato em concentracGes relevantes
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para a exposicdo humana ndo representaria riscos significativos para a
salde. Entretanto Guilherme e colaboradores (2012) demonstraram
propriedades genotoxicas de Roundup® em guelras e células de figado
de peixes Anguilla anguilla apds exposicdo a concentracfes deste
encontradas ambientalmente.

Hedberg e Wallin (2010) estudaram os efeitos do Roundup®,
do glifosato e do sal de isopropilamina no transporte intracelular de
Xenopus laevis e demonstraram que esses compostos inibem o
transporte intracelular através da desinte%ra(;éo do citoesqueleto,
possivelmente interferindo o equilibrio de Ca®* intracelular. Um estudo
do efeito de uma formulacdo comercial de glifosato sobre a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de células 3T3-L1
demonstraram que o pesticida inibiu a proliferacdo e a diferenciacéo
nesta linhagem de células de mamiferos e induziu a apoptose, sugerindo
danos celulares (MARTINI; GABRIELLI; VILA, 2012).

Gehin, Guyon e Nicod (2006) demonstraram que o glifosato
sozinho ou incluido na formulacdo comercial Roundup®3plus, induziu
alteracOes significativas na capacidade antioxidante celular, causando
deplecdo dos niveis de glutationa, alteracdo na atividade das enzimas
antioxidantes CAT, glutationa-peroxidase (GPx) e SOD, assim como
aumento da peroxidacdo lipidica em linhagem de células epiteliais
humanas, HaCaT. Os autores também relataram que a suplementacdo
com vitamina C ou vitamina E aumentou a atividade das enzimas SOD,
glutationa-redutase (GR) e GPx, assim como reduziu a peroxidagéo
lipidica.

Benachour e Séralini (2009) avaliaram a toxicidade de quatro
herbicidas a base de glifosato em trés diferentes tipos de células - células
endoteliais da veia do corddo umbilical (HUVEC), células 293
provenientes de rins embrionarios e linhagem celular placentaria JEG3.
Foi utilizada a diluicdo correspondente aos niveis residuais do pesticida
encontrados na alimentagdo humana ou animal, muito inferior aquela
recomendada para 0 uso na agricultura. Foram comparadas as
formulagBes comerciais com o glifosato sozinho e com o seu principal
metabolito, o acido aminometilfosfénico (AMPA), assim como com o
adjuvante POEA. Todas as formulages de Roundup® causaram morte
celular apds 24 h de exposicdo. Os mecanismos envolveram inibicdo da
atividade da succinato desidrogenase mitocondrial, dano de membrana
com liberacdo de adenilato cinase citosélica e necrose. As preparagoes
de Roundup® também induziram a apoptose através da ativacdo das
caspases 3/7, fragmentacdo de DNA, encolhimento nuclear (picnose) e
fragmentacdo nuclear (cariorrexe). A presenca do adjuvante POEA
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interfere na permeabilidade da membrana celular aumentando a
toxicidade do glifosato. Este trabalho confirma a toxidade dos
adjuvantes presentes nas formula¢des Roundup®.

IntoxicacOes agudas apds a ingestdo de glifosato podem ocorrer
acidentalmente ou em tentativas de suicidio. Apesar da baixa toxicidade
desse herbicida, casos de morte e consequéncias graves a salide humana
tem sido relatados. Em 13 casos de intoxicacdo ao glifosato estudados
por Zouaoui e colaboradores (2013), no periodo de 2002 a 2009, os
sintomas mais comuns observados foram ulceragéo orofaringea, nduseas
e vomitos. Os principais parametros alterados foram alta taxa de lactato
e acidose. Também foram observados desconforto respiratorio, arritmia
cardiaca, insuficiéncia renal, toxicidade hepéatica e alteracdo de
consciéncia. Nos casos que resultaram em morte, 0s sintomas mais
comuns foram: choque -cardiovascular, parada cardiorrespiratoria,
alteracbes na hemodindmica, coagulacdo intravascular disseminada e
faléncia maltipla de 6rgaos.

Sribanditmongkol et al. (2012), demonstraram um caso de
fatalidade ocasionado pela ingestdio oral de Roundup®. Eles
determinaram as concentracGes letais de glifosato no sangue (3,05
mg/mL), e observaram efeitos toxicos relacionados a ingestdo do
agrotoxico no trato gastrointestinal, nos pulmdes e no figado,
concluindo que a ingestdo de doses elevadas de Roundup® é altamente
toxica para os seres humanos e pode ser fatal. Malhotra e colaboradores
(2010) relataram o desenvolvimento de uma encefalopatia reversivel em
um homem de 71 anos apds tentativa de suicidio com Roundup®,
sugerindo toxicidade aguda no Sistema Nervoso Central (SNC). Além
disso, também foi relatado o desenvolvimento de parkinsonismo em
uma mulher cronicamente exposta ao glifosato (WANG et al., 2011). A
mulher apresentou lentiddo, tremores e rigidez dos membros, porém,
sem prejuizo da memoria de curto prazo.

Apesar dos relatos sobre alteragBes na consciéncia,
desenvolvimento de processos neurodegenerativos e de encefalopatias
como consequéncia da ingestdo ao Roundup®, dados a respeito da
toxicidade deste herbicida sobre o SNC ainda sdo escassos e
inconclusivos.

2.2 SISTEMA NERVOSO CENTRAL: NOGOES BASICAS

No sistema nervoso central (SNC) podem ser encontrados
diferentes tipos celulares, dentre estes podemos destacar 0s neurdnios,
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as células gliais, entre outros. Essas células exibem uma diversidade
extraordindria quanto & forma, tamanho e nimero de interacGes entre si
e com outras células. O neur6nio é a célula mais polimérfica do corpo e
sua classificacdo formal é feita com base em seu formato, localizacéo,
funcao, estrutura e substancias de transmissdo (BRADY et al., 2012).

Para diferentes tipos de neurdnios pode haver desde algumas
poucas centenas até cerca de 200.000 conexdes sinapticas aferentes. As
estruturas sinapticas sdo diversas na morfologia e funcdo. Algumas séo
polarizadas ou assimétricas. Os terminais pré-sinapticos classicos de
uma sinapse quimica contem uma colecdo de vesiculas sinapticas. A
morfologia das vesiculas sinapticas no terminal pode exibir sutis
diferencas  dependendo da liberagcio do  neurotransmissor.
Alternativamente, os tipos fisioldgicos das sinapses se definem em trés
grupos: excitatdrio, inibitério e modulatério (BRADY et al., 2012).

O sistema nervoso adulto é geralmente descrito como um dos
sistemas mais bem protegidos do corpo. E fisica e quimicamente
protegido por estar envolvido em 0sso e pela barreira hematoencefalica,
0 que impede a passagem aleatoria de muitos agentes téxicos para o
cérebro, 0 que nao é observado no vulneravel SNC em desenvolvimento
(RODIER, 1995; BONDY; CAMPBELL, 2005).

A maturacdo do cérebro humano é um processo prolongado e as
consequéncias de uma exposicao inicial aos agentes quimicos que séo
especificamente prejudiciais para o cérebro (agentes neurotdxicos)
podem ser muito sutis e se tornarem evidentes apenas ap6s um longo
periodo de tempo. Interrup¢do do desenvolvimento neural, durante os
periodos iniciais da gestacdo, pode resultar em anormalidades severas no
cérebro e na medula espinhal (RICE; BARONE, 2000; BONDY;
CAMPBELL, 2005).

No inicio da segunda semana de gestacdo em roedores e no
primeiro més de gestacdo em seres humanos, areas especificas do SNC
comecam a se formar com a neurogénese e migracdo das células do
prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo. Segue-se uma sequéncia de
processos de desenvolvimento, incluindo a proliferagdo, migracéo,
diferenciacdo, sinaptogénese, apoptose e mielinizacdo. Em muitas
estruturas do SNC, a producéo de células cria um nimero excessivo de
neurdnios, e o periodo de proliferacéo € seguido por uma onda de morte
celular que estabelece o nimero final adequado de neurbnios. A maior
parte da migragdo ocorre no inicio da gestacdo, quando as distancias
dentro do cérebro sdo pequenas. As migracdes longas de pequenas
células do cdrtex cerebelar, hipocampo e cerebelo continuam durante
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varios meses apds 0 nascimento (RODIER, 1995; BONDY; CAMPBELL,
2005).

O cérebro humano tem um longo periodo de maturacdo pos-
natal, e muitos eventos do desenvolvimento, tais como a mielinizacéo,
ndo estdo totalmente completos até a adolescéncia. Isto prolonga a
oportunidade para que agentes neurotoxicos afetem de maneira sutil,
mas permanente, o funcionamento integral do sistema nervoso adulto
(BONDY; CAMPBELL, 2005). Em geral, se a exposicdo a agentes
neurotéxicos ocorre antes ou depois do desenvolvimento de um 6rgao,
este € menos vulneravel as perturbacGes do que se a exposi¢do ocorreu
durante o desenvolvimento do mesmo (RICE; BARONE, 2000).

Durante o primeiro trimestre da gestagdo o embrido apresenta
uma taxa de proliferacdo elevada, 0 que o torna mais susceptivel a
agentes neurotoxicos, como os antimitdticos utilizados na terapia do
cancer. Na segunda fase da gestacdo é quando se inicia a organogénese.
No caso do sistema nervoso, isso envolve o estabelecimento irrevogavel
de vias neurais. Como a barreira hematoencefalica ainda ndo esta
formada, agentes nocivos, como metais (chumbo e mercdrio) e drogas
de abuso (fenciclidina) tem um acesso facilitado ao cérebro imaturo.
Todos os drgdos do sistema sdo largamente desenvolvidos na fase final
da gestagdo, no entanto a barreira hematoencefélica ainda ndo esta
formada, com isso, insultos toxico para o cérebro nesta fase ndo levam a
uma anormalidade anatdmica grave, mas podem levar a déficits
comportamentais potencialmente permanentes (BONDY; CAMPBELL,
2005).

Ao longo da vida, ha uma diminuicdo no nimero de células em
certas regides do cérebro, bem como uma diminuigdo nos niveis de
neurotransmissores e de mecanismos de reparacdo. Se este processo for
acelerado pela exposi¢cdo cronica a neurotoxicantes, o efeito observado
neste individuo serd uma diminuicdo adicional na capacidade funcional
do que o tipicamente observado durante o envelhecimento. Um insulto
durante o desenvolvimento pode ser manifestado em um momento
muito distantes do periodo quando a exposic¢do ocorreu (RICE; BARONE,
2000).

Exposi¢do gestacional a neurotoxinas, mesmo em baixas
concentracdes, no SNC em desenvolvimento, pode lesionar areas do
cérebro como o cortex pré-frontal e o hipocampo, causando prejuizos
em fungdes cognitivas, tais como a discriminacgdo espacial e a meméria
(AINGE et al., 2007; MOGENSEN et al., 2007, CHEN et al., 2012).
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2.2.1 Hipocampo

A formacdo hipocampal é um dos sistemas neuronais mais
estudados no cérebro e estd implicada num nimero cada vez maior de
doencas. CaracterizacGes mais especificas da funcédo do hipocampo, com
base em dados experimentais de animais e seres humanos, como por
exemplo, estudos de neuroimagem tem, entre outras observacdes,
implicado na formacdo do hipocampo na doenca de Alzheimer, epilepsia
do lobo temporal, envelhecimento cognitivo, amnésia, esquizofrenia e
transtornos depressivos e de ansiedade (BIRD; BURGES, 2008; SMALL et
al., 2011).

Speed et al. (2012) relataram que exposicOes repetidas ao
pesticida clorpirifés (CPF) (5 mg/kg, durante 5 dias) resultaram em uma
progressdo bifasica de disfuncdo sindptica no hipocampo de ratos
adultos. Os autores descreveram que uma semana apos o tratamento, foi
verificado um aumento da transmissdo sinaptica na regido CA3-CALl do
hipocampo dos ratos tratados com o inseticida quando comparados ao
grupo controle. Em contraste, trés meses ap6s a administracdo do CPF,
observou-se uma reducdo de 50% na transmissao sinaptica.

O hipocampo (Figura 4) pertence ao sistema limbico e
desempenha um papel importante na consolidagdo de informacdes de
memoria de curto prazo a meméria de longo prazo, aprendizagem e
orientacdo espacial (BEST; WHITE, 1999; AMARAL; LAVENEX, 2007;
HOU; YANG; YUAN, 2013). Estd intimamente associado ao cortex
cerebral e, em humanos esta incorporado no corno temporal e em ratos e
coelho encontra-se abaixo do neocortex temporal e parietal. Os seres
humanos e outros mamiferos possuem dois hipocampos, um em cada
hemisfério cerebral (BRADY et al., 2012; HOU; YANG; YUAN, 2013).

A formacdo do hipocampo resulta do dobramento
morfogenético da zona proliferativa medial da placa cortical para formar
0 subiculum, os campos de células piramidais, e, subsequentemente, o
giro denteado (RICE; BARONE, 2000). O giro denteado é constituido por
células granulares, e é uma das principais regibes do cérebro, pois
possui a capacidade, ao longo da vida de formacdo de novos neur6nios
em mamiferos. No plano coronal, o hipocampo pode ser dividido em
Cornu ammonis (corno de Ammon) 1-3 (CA1-CA3) (MOSER; MOSER,
1998; HOU; YANG; YUAN, 2013).

O hipocampo pode ser pensado como um conjunto de estruturas
separadas com uma zona rostral/dorsal e uma zona caudal/ventral
(FANSELOW; DONG, 2010). O hipocampo dorsal ou o hipocampo
posterior em primatas esta envolvido em fungdes cognitivas, enquanto o
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hipocampo ventral ou hipocampo anterior em primatas esta relacionado
com a resposta ao estresse, regulacdo da emocdo e expressao de afeto
(FUSTER-MATANZO et al., 2011; HOU; YANG; YUAN, 2013).

Figura 4 - Hipocampo de rato.
A B

1 CA1

Secdo com coloragdo de Nissl (A) e desenho de linha (B) ilustrando as sub-
regides do hipocampo dorsal no plano coronal do cérebro de rato. FONTE:
Amaral, Lavenex (2007).
Fotomicrografia de fluorescéncia do hipocampo de rato (C). Regido em azul
representando o Giro denteado e regido em verde representando CA3 e CAL.
FONTE: Melvin (2007).

No hipocampo, as conexdes neuronais sdo altamente ordenadas.
O esquema de ligagBes do hipocampo é tradicionalmente apresentado
como um loop tri-sindptico, entre o giro denteado, CA3 e CA1. Axbnio
dos neurdnios no cortex entorrinal entra no giro denteado como um
caminho perfurante (assim chamado porque atravessa as fissuras do
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hipocampo e perfura o giro denteado). Estes ax6nios formam as sinapses
glutamatérgicas com células granulares do giro denteado (AMARAL;
LAVENEX, 2007; BRADY et al., 2012).

2.3 GLUTAMATO

O glutamato é o principal mediador da transmissdo sinaptica
excitatéria no cérebro de mamiferos, e excita praticamente todos os
neurdnios. Participa de uma grande variedade de processos fisioldgicos,
desempenhando um importante papel na plasticidade sinaptica,
aprendizagem e memoria; atuando também como mediador de
informacgdes sensoriais, coordenacdo motora e emocdes (DANBOLT,
2001; SANACORA et al,, 2008; BRADY et al., 2012); bem como em
condi¢des patoldgicas, tais como: a epilepsia, isquemia cerebral,
esclerose lateral amiotréfica, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson
e esquizofrenia (KOGA et al., 2011).

Este aminoacido também produz mudancas de longa duragéo na
excitabilidade neuronal, como por exemplo, o aparecimento de
potenciacdo de longo prazo (LTP) da transmissdo sindptica em
neurbnios do hipocampo e cortex visual e depressdo em longo prazo
(LTD) no cerebelo e cortex visual; além de sua funcdo como um
transmissor sinaptico de atuacdo rapida, é, também, precursor para o
GABA (4cido y-aminobutirico) em neurbnios GABAérgicos e para
glutamina em células gliais; constituinte de proteinas e peptideos, ex.
glutationa (y-glutamil-cisteil-glicina), a qual é o maior agente de defesa
contra estresse oxidativo nas células (MICHAELIS, 1998; DANBOLT,
2001; BRADY et al., 2012).

Aproximadamente 80 a 90% das sinapses do hipocampo sdo
glutamatérgicas e a repolarizacdo de membranas que sdo despolarizadas
durante atividade glutamatérgica pode ser responsavel por até 80% da
energia gasta pelo cérebro. A taxa metabdlica cerebral de glicose em
cérebro humano é aproximadamente 0,4 umol/min/g tecido e o turnover
do glutamato é de aproximadamente 0,8 pmol/min/g tecido. Isto implica
gue grande parte da glicose que entra no cérebro pode ser metabolizada
até glutamato. No cérebro de rato o turnover do glutamato é
aproximadamente duas vezes o do cérebro humano (DANBOLT, 2001;
BRADY etal., 2012).

Os neurdnios contém cerca de 5 mM de glutamato no seu
citoplasma, ao passo que as concentra¢des nos astrocitos sdo de certo
modo baixas, cerca de 2-3 mM. A menor concentracdo de glutamato em
astrdcitos é atribuida a presenca da enzima glutamina sintetase, que
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converte o glutamato em glutamina como parte da reciclagem de
glutamato  liberado sinapticamente (NEDERGAARD; TAKANO;
HANSEN, 2002).

O glutamato desempenha um papel importante na diferenciacao,
migracdo e sobrevivéncia neuronal no SNC em desenvolvimento,
principalmente por facilitar a entrada de Ca?*. Sabe-se que o bloqueio de
receptores NMDA, durante o periodo pré-natal pode induzir a apoptose
destes neurdnios (HACK; BALAZS, 1994; YANO et al., 1998;
IKONOMIDOU et al., 1999; MELDRUM, 2000).

Durante o desenvolvido do SNC, o glutamato extrassinaptico
tem sido implicado na regulacéo da diferenciacdo precoce de neurdnios
na zona ventricular e pode modular a migragcdo neuronal. Pensa-se que
em fases posteriores de desenvolvimento do SNC, “potenciais
despolarizantes gigantes” (GDPs) do hipocampo sdo mediados, pelo
menos em parte, pelo glutamato extrassinaptico (BLANKENSHIP;
FELLER, 2010).

2.3.1 Receptores glutamatérgicos

Existem dois subtipos principais de receptores glutamatérgicos
no SNC: receptores ionotrépicos, que sdo canais ibnicos cuja abertura é
favorecida (apesar do estado fechado) quando glutamato liga-se ao
receptor; e receptores metabotrépicos (mMGIuRs), os quais sao receptores
acoplados a proteina G e conduzem fluxo de ions (SANACORA et al.,
2008; BRADY etal., 2012).

Tanto 0s receptores ionotrépicos quanto 0s metabotropicos
estdo ligados a vérios mensageiros intracelulares, tais como Ca?*, AMP
ciclico, espécies reativas de oxigénio (EROs), e iniciam varias cascatas
de sinalizacdo, as quais podem determinar o crescimento, diferenciacao
e sobrevivéncia neuronal (MICHAELIS, 1998).

Os receptores metabotropicos podem ser organizados em trés
subgrupos, com base nas vias de transducdo de sinal que ativam: os do
Grupo | (mGIuR1la-d, mGIuR5a,b) atuam principalmente através da
fosfolipase CP e da ativagdo de sistemas de segundo mensageiros do
trifosfato de inositol e diacilglicerol; e os receptores do Grupo Il
(mGIuR2 e mGIuUR3) e do grupo Il (MGIuR4, mGIuR6-8) estdo
acoplados negativamente a adenilato ciclase (PLATT, 2007; SANACORA
et al., 2008).

Os receptores ionotropicos sao classificados em 3 sub-grupos:

- Receptores AMPA (4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-propidnico): sdo largamente expressos através do SNC e
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servem como receptor para transmissdo sinaptica excitatéria rapida
mediada por glutamato. Também sao responsaveis pela reacdo inicial do
glutamato na sinapse. As subunidades do receptor AMPA sdo GIuAl-
GluA4 (PLATT, 2007; SANACORA et al., 2008; BRADY et al., 2012);

- Receptores Cainato (KA): As subunidades do receptor cainato
sdo GluK1-GluK5 (BRADY et al., 2012).

- Receptores NMDA (N-metil-D-aspartato): possuem multiplos
sitios regulatérios. Trés familias de subunidades dos receptores NMDA
foram identificadas: GIuN1; GIuN2A-GIuN2D; GIuN3A-GIuN3B. Séo
normalmente bloqueados em condi¢gdes de repouso pelos efeitos de
obstrucdo de fons Mg®*, o qual exerce um bloqueio voltagem
dependente na abertura do canal i6nico. Outro importante inibidor
alostérico endogeno do receptor NMDA é o pr6ton H*. No entanto, uma
vez que a membrana envolvente é despolarizada, estes receptores podem
ser ativados pela ligacdo conjunta de duas moléculas de glutamato e
duas moléculas de glicina. Como nem a glicina ou o glutamato agem
sozinhos para abrir este canal idnico, eles sdo referidos como co-
agonistas de receptores NMDA. A ativacdo de receptores NMDA
produz excitacdo ao longo de periodos de tempo mais longos que os
demais receptores ionotropicos para glutamato (DANBOLT, 2001;
SANACORA et al., 2008; BRADY et al., 2012).

Em um potencial de membrana mais negativo (hiperpolarizado)
gue 50 mV, a concentracdo de Mg no fluido extracelular do cérebro é
suficiente para praticamente abolir o influxo de ions através do receptor
NMDA, mesmo na presenca dos co-agonistas glutamato e glicina.
Assim que o potencial de membrana ficar menos negativo ou mesmo
positivo, a afinidade do Mg”" por seu sitio de ligacdo decresce e o
blogueio torna-se inefetivo. O alivio do bloqueio do Mg®* vem quando
0 sitio pos-sindptico é suficientemente despolarizado pela repetitiva
ativacdo do canal de AMPA, o qual causa influxo de Na* e o
consequente potencial pos-sindptico excitatorio (EPSP). Entdo, a
abertura do receptor NMDA é tanto dependente do ligante (liberacdo e
ligacdo do glutamato) quanto de voltagem (despolarizacdo de neurdnios
pos-sindpticos) (BRADY et al., 2012). O sistema de neurotransmissdo
glutamatérgica esta representado esquematicamente na figura 5.
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Figura 5 - Neurotransmissdo glutamatérgica.

GLUTAMATO PRE-SINAPTICO

Glutaminase

Gin Sintetase

GLUTAMATO POS-SINAPTICO

Glutamina (GIn) é convertida a glutamato (Glu) pela agdo da glutaminase. Glu é
empacotado em vesiculas pré-sinapticas pelos transportadores Glu vesiculares
(VGLUTSs) e liberados pelo neurdnio de uma forma dependente de atividade
através de interagdes com proteinas SNAREs. Glu é retirado do espago
extracelular através dos transportadores de aminoécidos excitatérios (EAATS)
presentes predominantemente em células gliais. Em células gliais Glu é
convertido a GIn pela GIn sintetase. Varios receptores glutamatérgicos estéo
presentes em neurdnios pré-sinapticos e pos-sindpticos, bem como sobre as
células gliais. Estes incluem os receptores ionotropicos - AMPA (a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico), NMDA (N-metil-D-aspartato), e
receptores de cainato - bem como receptores metabotropicos (MmGIuRs).
FONTE: Sanacora et al. (2008).

2.3.2 Metabolismo glutamato — Interagdes entre astrocitos e
neuroénios

Multiplos niveis de regulacdo evoluiram para assegurar que a
excitacdo glutamatérgica seja mantida dentro de limites estreitos, os
quais proporcionam uma funcdo neuronal Otima e evitam uma
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sobreativacdo do sistema, que pode causar excitotoxicidade. Um fator
crucial na manutencdo da homeostase do glutamato é o equilibrio entre a
liberacdo e eliminacdo de glutamato (SANACORA et al., 2008; KALIVAS,
2009).

As informacgdes bésicas sobre a sintese, liberacdo e acdo do
glutamato em neurbnios do sistema nervoso de vertebrados e
invertebrados ja foi apresentada e amplamente discutida em diversos
estudos (MICHAELIS, 1998).

A barreira hematoencefalica (BHE), essencialmente, impede a
entrada de glutamato derivado do sangue (plasma) no SNC. Deste
modo, uma grande proporcdo de glutamato do cérebro é sintetizada a
partir da glicose plasmatica, que entra no cérebro por meio de uma
familia de moléculas transportadoras de glicose (GLUT) presente nas
células endoteliais, astrocitos, neurdnios, e, possivelmente, outras
células no cérebro. Glicose entra primeiro no compartimento de
astrocitos do cérebro e, ou é convertida em glicogénio através da reacdo
da glicogénio sintase ou a piruvato via glicélise. Algumas moléculas de
piruvato sdo convertidas em lactato pela lactato desidrogenase (LDH). E
outras entram no ciclo de Krebs como acetil-coenzima A via piruvato
desidrogenase. O intermediario do ciclo de Krebs, o a-cetoglutarato, em
seguida, d& origem ao glutamato através de uma reacdo que requer
NAD" e é catalisada pela glutamato desidrogenase (GDH). Além disso,
o glutamato também pode ser gerado a partir de a-cetoglutarato por
reacbes de transaminacdo. O glutamato também pode ser reciclado
através do ciclo glutamato/glutamina (amidagdo de glutamato a
glutamina pela enzima glutamina sintetase), via metabolica
guantitativamente  predominante  nos  astrocitos  (PALMADA;
CENTELLES, 1998; NEDERGAARD; TAKANO; HANSEN, 2002;
SANACORA et al., 2008; COULTER; EID, 2012).

A figura 6 apresenta alguns aspectos do metabolismo do
glutamato no SNC. Em neurbnios, o glutamato é concentrado nas
vesiculas sinapticas através de transportadores de glutamato vesiculares
(VGLUTS) e liberado para o espaco extracelular de uma forma Ca’*-
dependente na fenda sinaptica (DANBOLT, 2001; COULTER; EID, 2012).

E importante notar que a sintese de glutamato a partir de glicose
ou lactato, com subsequente liberacdo de glutamato das células ira
esgotar os intermedidrios do ciclo de Krebs. Reconstituicdo dos
intermediarios deste ciclo, ou seja, anaplerose €, portanto, necessaria
para a sintese continua de ATP. Somente os astrécitos sdo capazes de
anaplerose devido a sua expressdo preferencial da enzima piruvato
carboxilase (PC), que converte piruvato em oxaloacetato. Ja que a PC
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ndo estd presente em neurdnios, estas células sdo incapazes de
anaplerose e, por conseguinte, extremamente dependente dos astrocitos
para prover intermediarios para a sintese do glutamato (COULTER; EID,
2012).

Figura 6 - Glutamato como um metabdlito chave.
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O nitrogénio é necessario para a sintese de proteinas e &cidos nucleicos, e o
glutamato e a glutamina sdo fundamentais neste processo. Transaminagédo de o-
cetoglutarato, um intermediario no ciclo de Krebs, produz o glutamato,
enquanto que a glutamina é sintetizada pela incorporagdo de um ion aménio ao
glutamato. As duas enzimas que catalisam estas reacbes — glutamato
desidrogenase e glutamina sintetase - estdo presentes em quase todas as formas
de vida. Glutamato e glutamina contribuem com o nitrogénio para a produgdo
de varias moléculas importantes, incluindo a glutationa e poliaminas. GABA,
acido y-aminobutirico. FONTE: Nedergaard, Takano e Hansen (2002).

2.3.2.1 Transporte de aminoacidos

A disponibilidade de amino4cidos para a sintese proteica,
neurotransmissores, glutationa (GSH), assim como para o metabolismo
celular se da através de diferentes sistemas de transporte de
aminoécidos. O transporte de aminoéacidos no SNC é complexo e
mediado por difusio facilitada e por transporte dependente de Na'. Os
transportadores dependentes de Na™ sdo: familia de transportadores de
aminoacidos neutros - sistema A (Alanina), ASC (alanina, serina,
cisteina), N (glutamina, asparagina, histidina) - assim como a familia
dos transportadores de aminoacidos excitatorios (EAAT, aspartato e
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glutamato) (NORMAN; MANN, 1988; NAGARAJA; BROOKES, 1996;
BRADY et al., 2012).

Aminoacidos neutros participam do metabolismo energético e
do anabolismo influenciando a funcéo e a sobrevivéncia neuronal no
SNC. Por exemplo, a L-glutamina é uma moeda de energia neuronal
importante derivada de astrécitos, L-serina é um elemento crucial para a
sintese de esfingolipidio neuronal, e L-cisteina &€ um regulador critico
para os niveis de glutationa neuronais. A familia de transportadores de
aminoécidos neutros dependentes de Na* (A, ASC e N) e o sistema de
transporte independente de Na® especifico para leucina (L), s&o os
principais transportadores de aminoécidos neutros, como a glutamina
(GLIDDON et al., 2009). Na Figura 7 podemos ver o transporte de
glutamina através dos diferentes sistemas de transporte.

Figura 7 - Representacdo esquematica do transporte e ciclo glutamato/glutamina
entre astrocitos e neurdnios.
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Glu liberado a partir de terminais pré-sindpticos é transportado para os
astrocitos via transportadores Glu (GLAST e GLT-1), onde € convertido a GIn
pela GS. Por sua vez, os transportadores GIn medeiam a sua liberacdo para o
espaco extracelular, e a sua transferéncia para os neuronios, onde Glu ¢
regenerado via glutaminase. Glu pode ser subsequentemente convertido em
GABA via descarboxilacdo por GAD. Tanto em astrocitos quanto em neurdnios
uma parte do Glu ¢ utilizado para a sintese de a-cetoglutarato, um substrato do
ciclo de Krebs, por desaminacdo oxidativa mediada pela glutamato
desidrogenase. FONTE: Albrecht et al. (2011).
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A principal direcdo do fluxo de glutamina é a partir dos
astrdcitos, onde ocorre a sua sintese, para 0s neurdnios, onde €
convertido ao neurotransmissor aminoacido L-glutamato e GABA. O
estudo com células cultivadas in vitro tem demonstrado que o transporte
de glutamina em astrdcitos e neurbnios envolve principalmente os trés
sistemas dependentes de sédio (A, ASC e N). Efluxo de glutamina em
cultura de astrocitos de ratos parece ser efetuada por ASCT2, uma
isoforma do sistema ASC, fortemente expresso nestas células, enquanto
gue os sistemas A e N medeiam & captacdo de glutamina tanto para os
astrocitos quanto para os neurénios (DOLINSKA et al., 2004).

O sistema A de transportadores € distinguido dos demais
sistemas de transporte de aminoacidos (L, ASC e N) pela sua
propriedade de ser regulado por uma variedade de condi¢Ges ambientais
e pela sua capacidade de transportar substratos N-metilados como o
aminoacido metil aminoisobutirico (MeAIB), um analogo nao
metabolizavel da alanina e amplamente utilizado para o estudo destes
sistemas (ARMANO et al., 2002).

2.3.2.1.1 Ciclo Glutamato-Glutamina

O trafego do glutamato e glutamina entre neurdnios e astrdcitos
¢ chamado de ciclo glutamato-glutamina. ProporcGes substanciais de
pools do neurotransmissor glutamato (50-60%) tem sido estimadas
como sendo derivadas do transporte glutamina-glutamato, com
guantidades muito menores decorrentes da glicolise. Isto significa que
guase a metade do glutamato formado nos neur6énios é transferida para
as células gliais (LEHMANN; BETTE; ENGELE, 2009; KOGA et al., 2011;
BRADY et al., 2012).

O ciclo glutamato-glutamina ocorre entre astrdcitos e neurénios.
O glutamato extracelular é captado por transportadores glutamatérgicos
astrocitarios. Em astrdcitos, o glutamato reage com a ambnia para
formar glutamina através da atividade da glutamina sintetase, uma
enzima citosélica dependente de ATP que é expressa por astrocitos e
oligodendrécitos, mas nédo por neurdnios. Esta reacdo é importante para
a detoxificacdo da amonia livre, pois seu acimulo pode interferir com a
funcdo sindptica. O astrocito em seguida exporta a glutamina para o
fluido extracelular, de onde esta é captada por neurbnios (FERNANDES
et al., 2010; JIANG; YAN; WENG, 2012).

Nos neurdnios a enzima glutaminase, ativada por fosfato,
desamina a glutamina, produzindo glutamato (FERNANDES et al., 2010;
JIANG; YAN; WENG, 2012). O glutamato pode entéo ser internalizado
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em vesiculas sinapticas por transportadores VGLUT, lancado para o
espaco extracelular e ser novamente captado por astrécitos e convertido
novamente a glutamina pela glutamina sintetase, completando assim o
ciclo metabolico (YUDKOFF et al., 2005; COULTER; EID, 2012),
conforme representado na figura 8.

Figura 8 - Ciclo glutamato-glutamina
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A barreira hematoencefélica tem uma baixa permeabilidade ao glutamato (Glu).
Essencialmente todo o glutamato no cérebro € sintetizado por transaminagéo do
a-cetoglutarato tanto em neurdnios quanto em glias. Nas células da glia, o
glutamato é convertido em glutamina (GIn), antes de ser liberado para o espago
extracelular. A glutamina é retomada por neurdnios e convertida em glutamato,
antes de ser internalizado em vesiculas sinapticas. Glutamina funciona também
como um transportador de amodnia em excesso, e é transportada através da
barreira hematoencefalica para ser eliminada por meio da circulagdo. A
concentragdo de glutamato no fluido cerebrospinal é cerca de 1 uM, mas pode
aumentar para 20 UM em condigdes patolédgicas caracterizadas por um defeito
na barreira hematoencefalica e/ou por dano celular, tais como acidente vascular
cerebral, trauma, esclerose multipla e meningite. FONTE: Nedergaard, Takano
e Hansen (2002).
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2.3.2.1.2 Participacdo das aminotransferases no metabolismo de
glutamato

Considerando-se o ponto de vista metabdlico, o glutamato pode
ser pensado como um esqueleto de carbono (com hidrogénio e grupos
hidroxilas) e contendo um grupo amino. Devido captagéo de aminoécido
até o cérebro ser muito menor que a captacdo de glicose, o grupo amino
do glutamato deve ser reciclado. O esqueleto de carbono derivado da
glicose, a qual, através da glicolise e ciclo de Krebs, € convertido a a-
cetoglutarato, recebe um grupo amino de outro aminoacido através da
transaminagdo sendo convertido em glutamato. A atividade da aspartato
aminotransferase (AST) (a qual amina a-cetoglutarato a glutamato) é
muito maior que a da enzima do ciclo de Krebs a-cetoglutarato
desidrogenase (YUDKOFF et al., 1993; LANOUE et al., 2001; DESAI;
DESAI, 2008; BRADY et al., 2012). O aspartato representa uma importante
reserva de grupamento amina para a sintese de glutamato. Os neurdnios
também apresentam uma via metabolica para sintese de glutamato a
partir de alanina e a-cetoglutarato, liberados pelos astrdcitos, os quais
sdo convertidos em glutamato e piruvato, em uma reacdo de
transaminagdo catalisada pela alanina aminotransferase (ALT)
(LANOUE et al., 2001).

O metabolismo de aminoacidos derivados de proteinas também
envolve transaminacdo de varios aminodcidos em cetoacidos; o-
cetoglutarato recebe o grupamento amina nestas transaminacGes sendo
consequentemente convertido em glutamato. A enzima GDH remove 0
grupo NH, do glutamato, liberando o NH; livre e desvia o glutamato de
volta ao ciclo de Krebs, como a-cetoglutarato (YUDKOFF et al., 1993;
BRADY et al., 2012).

O aminoécido leucina entra no cérebro a partir do sangue mais
rapidamente do que qualquer outro aminodcido. Entre 30 a 50% de
todos os grupos de a-amino de glutamato do cérebro e glutamina sdo
derivados unicamente da leucina. Astrécitos liberam o cetoacido o-
cetoisocaproato (KIC) para os neurdnios, que tem uma aminotransferase
gue reamina o KIC a leucina, processo que consome glutamato e fornece
um mecanismo para 0 “tamponamento” de glutamato se suas
concentracgdes se tornarem excessivas (YUDKOFF et al., 2005).

Estas aminotransferase, bem como o ciclo glutamato-glutamina,
desempenham um papel importante no metabolismo do glutamato, e
provem de uma interacdo entre astrdcitos, neurdnios e capilares
sanguineos, conforme demonstrado na figura 9.
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Figura 9 — Metabolismo do glutamato
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2.3.2.1.3 Captacéo de Glutamato

A remocdo rapida do glutamato do espaco extracelular é
importante para a sinapse funcionar corretamente em uma escala de
tempo de milissegundos e para evitar a superativacdo das células pés-
sinapticas. A manutencdo de baixas concentracdes de glutamato no
ambiente extracelular é realizada principalmente por meio de
mecanismos astrocitarios (COULTER; EID, 2012).

Os astrécitos e neurdnios expressam um total de cinco
isoformas de transportadores de aminoécidos excitatorio dependentes de
sodio de elevada afinidade (EAAT): EAAC1 (EAAT3), GLT1
(EAAT2), GLAST (EAATL), e EAAT4, EAATS. Os subtipos GLAST
do transportador EAAT (EAAT1) e GLT1 (EAAT2) sdo
preferencialmente expressos em astrdcitos. Dados obtidos em
experimentos in vivo com camundongos deficientes de membros
individuais da familia de transportadores do glutamato, indicam que
principalmente os transportadores gliais - GLT1 e GLAST - séo o0s
responsaveis pela eliminagdo de glutamato extracelular (DANBOLT,
2001; NEDERGAARD; TAKANO; HANSEN, 2002).

A captacdo celular de glutamato ocorre contra um gradiente de
concentracao e por isso é acoplada com o transporte de sodio e potassio,
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através da atividade da Na'/K'-ATPase. Glutamato entra na célula
juntamente com trés ions de sddio e um préton; um ion de potassio €
transportado no sentido contrario. O transportador é eletrogénico, pois
h& um ganho liquido de duas cargas positivas para cada glutamato
transportado (NEDERGAARD; TAKANO; HANSEN, 2002; BRADY et al.,
2012). Representacdo esquematica na figura 10.

Figura 10 - Termodindmica de captacdo dos transportadores de glutamato
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FONTE: Tzingounis e Wadiche (2007).

De acordo com Nedergaard, Takano e Hansen (2002)
trocadores cistina-glutamato também podem contribuir para a liberacao
de glutamato. Estes transportadores de troca de moléculas de uma
cistina por uma de glutamato irdo transportar normalmente o glutamato
para fora das células, ja que a concentracdo de glutamato é muitas vezes
maior do lado de dentro do que de fora.

A captacdo de glutamato é dependente de uma familia de
proteinas de membrana conhecidas como transportadores de glutamato e
a falha destas em “limpar” eficazmente o glutamato a partir do espago
extracelular resultara nas varias formas de dano celular (TZINGOUNIS;
WADICHE, 2007; SANACORA et al., 2008).

2.3.2.2 Liberacdo Glutamato

Potenciais de acdo invadem o terminal nervoso e iniciam o
influxo de Ca®* pré-sinaptico por canais de Ca®* dependente de voltagem
(CCDV), resultando na liberagdo de neurotransmissores a partir das
vesiculas sinapticas. Estes neurotransmissores se difundem através da
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fenda sinaptica e iniciam uma resposta no neur6nio p6s-sinaptico, com a
natureza da resposta dependente tanto da identidade do neurotransmissor
guanto a composicdo dos receptores que se ligam a molécula de
sinalizacdo. Uma vez que uma resposta sinaptica é gerada, o término do
sinal € uma exigéncia absoluta para a codificacdo de alta fidelidade da
informacgdo (COULTER,; EID, 2012).

2.3.3 Excitotoxicidade Glutamatérgica

O potencial do glutamato como um mediador de
acontecimentos neuropatolégicos foi estabelecido juntamente com a sua
atividade como um transmissor excitatorio no SNC. Michaelis (1998) ja
relatava que em uma analise de estudos paralelos, os quais definiram o
glutamato como o transmissor excitatério mais predominante nas
sinapses do sistema nervoso central, também demonstraram que a
aplicacdo direta de concentracfes elevadas de glutamato em neurdnios
da retina, e de injecbes de glutamato monossédico em camundongos
neonatal produziam ambas as lesdes, hipotalamicas e retina.

Foi visto também que a administracdo de agonistas de
glutamato no corpo estriado de ratos produziu alteracbes bioguimicas
semelhantes as encontradas nos ganglios da base de pacientes com a
doenca de Huntington. Na sequéncia destes estudos, tornou-se claro que
este sistema transmissor pode ser parte de uma via final comum levando
a neurodegeneracdo em uma variedade de doengas. Esse acumulo de
glutamato na fenda sinéptica tem sido entdo relacionado tanto em lesdes
agudas, como convulsdes, isquemia, hipoglicemia, ou epilepsia, quanto
em desordens neurodegenerativas progressivas, como a doenca de
Alzheimer, Huntington e Parkinson, esclerose lateral amiotrofica,
esquizofrenia e outros distlrbios psiquiatricos (MICHAELIS, 1998;
PATRICK, 2000; MOLZ et al., 2008a; ALEKSEENKO et al., 2012).

Desde o0 inicio do desenvolvimento da ideia da
excitotoxicidade, o dogma central tem sido que o dano celular induzido
por glutamato e a morte celular s8o o resultado da ativacdo dos
receptores de aminodacidos excitatorios. A subclasse de receptores
ionotrépicos para glutamato do tipo NMDA é a mais seletiva e mais
efetiva que as demais em mediar danos neurodegenerativos. A
superativacdo deste receptor pelo glutamato acarreta em aumento no
influxo de Ca®" e niveis elevados anormais deste fon s&o responséveis
pelo fenbmeno de excitotoxicidade glutamatérgica que leva a estresse
oxidativo, dano mitocondrial e morte celular (MICHAELIS, 1998;
NEDERGAARD; TAKANO; HANSEN, 2000; FAN; RAYMOND, 2007;
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MOLZ et al., 2008a; WANG; MICHAELIS, 2010; ALEKSEENKO et al.,
2012).

2.4 CAPTACAO DE CALCIO

O Ca®* é um segundo mensageiro altamente versatil que
controla respostas celulares criticas em todos 0s organismos eucariotos.
Sinais de Ca®" controlam tanto os processos bioldgicos de curto prazo
gue ocorrem em milissegundos, tais como contracdo muscular e a
neurotransmissao, bem como processos de longa duragdo que requerem
varios dias, como a proliferacdo e o desenvolvimento celulares (SANTO-
DOMINGO; DEMAUREX, 2010).

A especificidade dos sinais celulares de Ca®* é controlada por
canais de ion, bombas e trocadores que orientam os fluxos de ions de
Ca®* através da membrana plasmética e através das membranas de
organelas intracelulares (CLAPHAM, 2007; SANTO-DOMINGO;
DEMAUREX, 2010; BRADY et al., 2012):

- Canais _idnicos seletivos para Ca”" ativados por voltagem
(CCDV): representam a rota mais significativa e servem como via
primaria para o rapido influxo de Ca”™" em células excitaveis, sendo
responsaveis pela despolarizacdo rapida e sustentada da membrana, bem
como a fusdo das vesiculas sinapticas e o desencadeamento da contracéo
muscular.

- Canais ionotropicos operados por ligantes: muitos séo
relativamente ndo seletivos para cations, e tem significativa
permeabilidade para Ca”. Por exemplo, receptores de glutamato
(NMDA, AMPA, KA), bem como os receptores de Acetilcolina (ACh) e
ATP enquadram-se nesta categoria. O influxo de Ca®* através destes
canais pode produzir diversos efeitos, como a ativacdo do receptor
rianodina (RyR) no reticulo endoplasmético (RE) para liberar Ca**, ou
na passagem adjacente de canais de potéssio ativados por Ca?* na
membrana plasmatica.

- Canais operados por estoque (SOC): ativados sobre o
esvaziamento dos estoques de Ca** do RE.

- Membros da familia do canal do potencial receptor transitério
(TRP): na maioria sdo canais de cations nao especificos.

O influxo de Ca?* para dentro das células através de canais de
Ca?" especificos da membrana plasmatica, ou da liberacdo do Ca®*
sequestrado no RE ou na mitocdndria, elevam, em qualquer um dos
casos, a concentracéo de Ca’* citosélica e iniciam a resposta celular. A
sinalizacéo celular modulada por Ca®* compreende uma série de eventos
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moleculares e biofisicos conectando os estimulos externos com as
respostas intracelulares. Em células excitaveis, o estimulo quimico
inicial pode envolver a excitagdo da membrana, ativando rotas de
sinalizacdo via Ca’*. O influxo de Ca’" pode estar envolvido em
diversas fungbes celulares e pode também ser regulado por diversos
mecanismos, incluindo  atividlade de  proteinas  cinases,
neurotransmissores, hormdnios, nucleotideos e fatores de crescimento
(BIRD; PUTNEY, 2006).

A concentracio de Ca* livre no citosol de qualquer célula é
extremamente baixa (< 107 M), enquanto que a concentragio no fluido
extracelular (~10° M) e no RE, é alta. Assim ha um grande gradiente
tendendo para entrada de Ca?* para o citosol através, tanto da membrana
plasmatica quanto da membrana do RE. O RE é o principal estoque de
Ca?* intracelular nas células, enquanto que as mitocondrias formam e
decodificam sinais celulares de Ca”*, liberando estes fons. Os
mecanismos de captacdo de Ca®* em mitocondrias tem atraido muita
atencdo recentemente, devido ao papel central da mitocondria no
metabolismo e morte celulares (ALBERTS et al, 2002; SANTO-
DOMINGO; DEMAUREX, 2010).

Um aumento na concentracdo de Ca* intracelular em dendritos
neuronais através de canais NMDA ¢ crucial para o inicio da formacao
da plasticidade sinaptica e LTP, no hipocampo. O Ca®" citoplasmatico
também é necessario para outros tipos de plasticidade sinaptica, como
por exemplo, LTD, no hipocampo e cerebelo (WEBER, 2012).

O Ca* participa de uma elevada gama de funcdes fisiologicas
no sistema nervoso, 0 que torna este fon e a manutencdo da sua
homeostasia celular fatores cruciais para 0 bom funcionamento deste
sistema, pois além de ser essencial para o crescimento e
desenvolvimento de células nervosas, 0 Ca®* é também um componente
necessario para a neurotransmissao, e contribui para padrdes distintos da
expressao diferencial de genes em neurdnios. Alteragdes nos niveis de
Ca?* intracelular, ou alteracdes na sinalizacdo pelo Ca** podem
contribuir para uma variedade de patologias. Por exemplo, mudancas no
metabolismo e homeostase do Ca’* sdo bem observadas durante o
processo de envelhecimento, em doencas neurodegenerativas tais como
Huntington, Parkinson e doenca de Alzheimer, bem como esclerose
lateral amiotrdfica, epilepsia, isquemia cerebral, e dependendo da carga
e da via de entrada de Ca®*, estes mecanismos podem causar a morte das
células por vias rapidas (necrose) ou através de morte celular mais tardia
(apoptose) (WEBER, 2012).
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Como j4 foi relatado, o Ca®* possui grande importancia para a
fungdo neuronal normal e por isso estas células tem desenvolvido
diversos mecanismos homeostaticos para controlar a localizagéo
subcelular e para manter baixos os niveis de concentracéo intracelular de
Ca*". Estes mecanismos incluem influxo de Ca*" através de canais
operados por receptor (ROCs), tamponamento de Ca®* pela membrana
plasmética e por proteinas citosélicas, armazenamento de Ca’* em
organelas intracelulares e efluxo de Ca** (WEBER, 2012).

Um anico neurdnio pode ter varios tipos diferentes de canais
CCDVs e ROCs, 0s quais 30 vias importantes para o influxo de Ca®". A
ativagdo dos receptores de NMDA pelo ligante endégeno, glutamato,
leva a um influxo de Ca®* a partir do espaco extracelular para o citosol.
A ativacdo de CCDVs é dependente da voltagem da membrana celular,
guando a membrana se torna despolarizada, por exemplo, devido ao
influxo de Na* através de canais de fons ou devido ao influxo de Ca**
através de ROCs, estes CCDVs permitem o influxo de Ca?* na célula.
Certas classes de CCDVs também ativam a liberacdo de
neurotransmissores nos terminais sinapticos. (ALBERTS et al., 2002;
CLAPHAM, 2007; WEBER, 2012).

Aumento exacerbado nos niveis intracelulares de célcio e
excitotoxicidade glutamatérgica sdo fendmenos muitas vezes associados
a inducdo de estresse oxidativo e estes eventos sdo comumente
observados em patologias neurodegenerativas.

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO E O PAPEL DA GLUTATIONA

O estresse oxidativo pode resultar de uma situacdo em que ha
uma diminuicdo nos niveis das enzimas antioxidantes, uma elevada
velocidade de producdo de EROs ou uma combinacdo de ambas as
condicdes. Em condigdes fisioldgicas normais, a formacdo de espécies
reativas € mantida sob controle rigoroso por mecanismos de defesa
celular. Entretanto, em situacfes patoldgicas, essa producdo pode
aumentar substancialmente, comprometendo esses mecanismos,
podendo causar lesdo celular por peroxidagdo de proteinas, DNA e
membranas lipidicas (DRINGEN, 2000; HALLIWELL, 2006; WEBER,
2012).

EROs incluem moléculas ndo organicas, tais como o anion
radical superéxido (O,7), Peroxido de hidrogénio (H,O,) e radicais
hidroxila (‘OH), bem como as moléculas organicas, tais como 0s
radicais alcoxila (RO’) e peroxila (ROO’). EROs sdo continuamente
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gerados durante o metabolismo oxidativo. A reacdo de Fenton,
catalisada pelo ferro, e a reacdo de Haber-Weiss geram, através do anion
superdxido e H,0,, a espécie mais reativa dentro da familia dos EROs, o
radical hidroxila, pois tem a capacidade de oxidar qualquer molécula
organica (DRINGEN, 2000; FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009).

Quando ‘OH € produzido préximo a membrana plasmaética,
lipidios de membrana podem ser oxidados e iniciar uma reacdo em
cadeia de radicais livre que danificam a membrana. No inicio da
peroxidacdo lipidica por ‘OH, a reacdo com uma molécula de lipidio
reduzida produz um radical lipidico (L) e 4gua. O L pode reagir com o
oxigénio para produzir radical hidroperoxido (LOO), que entdo reage
com outra molécula de lipidio, gerando um peroxido lipidico (LOOH) e
outro radical L que pode continuar a reacdo em cadeia (FORMAN;
ZHANG; RINNA, 2009).

O intenso acimulo de Ca®* intracelular é controlado pelo
transporte de Ca?* para dentro da mitocondria, um fendmeno dependente
de energia. E provavel que o aciimulo excessivo de Ca®* no citoplasma
de neurbnios levaria a um aumento do transporte de elétrons
mitocondrial e da formagédo de O, (MICHAELIS, 1998). Um segundo,
mas relativamente menor caminho, para formacdo O, é através do
metabolismo lipidico; onde, um aumento na concentracéo intracelular de
Ca’* pode ativar fosfolipases, mais notavelmente PLC e fosfolipase A2
citosolica (cCPLA2). Ativacdo cPLA2 conduz a liberacdo e acumulo de
acido araquidénico livre (AA) e o metabolismo do &acido araquidénico
por ciclooxigenases conduz a geracdo de O,  (MICHAELIS, 1998;
WEBER, 2012).

2.5.1 Glutationa

O tripeptideo, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina (Gly-Cis-Glu)
conhecido como glutationa (GSH), é o mais abundante tiol ndo proteico
presente nas células e também o antioxidante mais importante de baixo
peso molecular sintetizado em células. Possui papel central na
biotransformacdo e eliminacdo de xenobidticos e na detoxificacdo
celular de EROs nas células gliais. Pode ser encontrado na forma
reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG). E sintetizado por meio da adicéo
sequencial de cisteina ao glutamato, seguida pela adi¢do de glicina. O
grupo sulfidrilo (-SH) da cisteina esta envolvido na reducdo de reacGes
de conjugag&o. Estas rea¢fes proporcionam os meios para a remogéo de
peréxidos e muitos compostos xenobidticos. A GSH também esta
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envolvida na regulagdo do ciclo celular (DRINGEN, 2000; DICKINSON;
FORMAN, 2002b; HUBER; ALMEIDA, 2008; FORMAN; ZHANG; RINNA,
2009).

A glutationa pode reagir ndo enzimaticamente com compostos
oxidantes ou suportar a atividade da GPx. Durante a detoxificacdo de
EROs, GSH pode reagir diretamente com radicais livres, tais como o
anion radical superdxido e radical hidroxila, e atuar como um doador de
elétrons para a reducdo dos perdxidos catalisados por GPxX.
Detoxificacdo de perdxido mediada pela glutationa oxidase e glutationa
peroxidase leva a formacdo de GSSG, que pode ser convertido de volta
para GSH pela glutationa redutase, numa reacdo dependente de
NADPH. GSH também participa nas reacdes de detoxificacdo, como na
de compostos eletrofilicos, através da GST (DICKINSON; FORMAN,
2002a; BRONGHOLI et al., 2006; HUBER; ALMEIDA, 2008; KOGA et al.,
2011).

Para manter a alta taxa intracelular de GSH/GSSG, GSSG tem
gue tanto ser excretada da célula ou reduzida a GSH a custa de NADPH.
Esta via de reciclagem é mediada pela reacdo da glutationa redutase e é
dependente do ciclo das pentoses e, portanto, do fornecimento de
glicose. A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) produz
NADPH para suprir as necessidades celulares deste nucleotideo
reduzido. GSSG é normalmente mantida a menos de 1% do total de
glutationa. Aumentos na GSSG durante estresse oxidativo s&o
geralmente transitérios, ja que a reducdo pela glutationa redutase é
relativamente rapida (DICKINSON; FORMAN, 2002a; DICKINSON;
FORMAN, 2002b; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; DAMMEYER;
ARNER, 2011).

Enquanto a restauracdo da GSH a partir de GSSG pode ser
facilmente realizada, deplegdo através de conjugacdo ou perda pela
excrecdo de GSSG demanda reposicdo. Entretanto, poucas células
podem regenerar GSH, e, nestes casos a sintese de novo é a via
predominante de restauragdo (DICKINSON; FORMAN, 2002b). A
biossintese da GSH ocorre no meio intracelular (exceto em células
epiteliais).

A diminuicdo de GSH-total pode ser atribuida a conjugacédo de
GSH a produtos de derivados da oxidacao de lipidios, a conversao para
formas reversiveis ou irreversiveis, o efluxo aumentado, ou perturbacdo
no processo de sintese da glutationa, bem como deficiéncia energética
e/ou deficiéncia de transportador de glutamato que podem limitar a
absorcdo de aminoacido dependente de sddio, diminuindo a absorcédo de
cisteina, causando a deplecdo dos niveis de glutationa. Também ja foi
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identificada uma diminuicdo da glutationa em  desordens
neuropsiquiatricas, como a Doenca de Parkinson, de Alzheimer e
esquizofrenia (BRONGHOLI et al., 2006; KOGA et al., 2011).

O cérebro contém baixa a moderada atividade de SOD, CAT, e
GPx em relacdo a outros Orgdos, portanto, no SNC, os astrdcitos
secretam GSH contribuindo para diminuir a producgéo de radicais livres.
Além disso, a GSH extracelular serve como precursor e indutor para
sintese de GSH neuronal, cuja reducdo tem sido associada a morte
celular e neurodegeneracdo. Um sistema GSH comprometido no cérebro
pode ser relacionado com o estresse oxidativo que ocorre em doencas
neurobioldgicas (DRINGEN, 2000).

2.5.2 Papel da y-GT

A y-glutamil-transferase (y-GT) é uma proteina glicosilada,
parcialmente incorporada na superficie externa da membrana
plasmatica, que catalisa a transferéncia da por¢do de y -glutamil da
glutationa, ou conjugados de glutationa, para aceptores tais como
aminodacidos e dipeptideos (DICKINSON; FORMAN, 2002a; MARES et al.,
2005).

Ao quebrar a GSH extracelular nos seus amino&cidos
constituintes, y-GT fornece cisteina, para a sintese de novo de GSH
(MARES et al., 2005). Como tal, y-GT € critica para a manutencéo da
homeostase da GSH e cisteina, e sua deficiéncia resulta em estresse
oxidativo e susceptibilidade celular & lesdo oxidativa. Além disso, a y-
GT também catalisa 0 metabolismo de compostos enddgenos, tais como
leucotrieno C4 e xenobioticos ap6s sua conjugacdo com GSH. Nesta
reacdo, 0s conjugados de GSH sdo clivados pela y-GT em grupo y-
glutamil e conjugados cisteinilglicina; estes ultimos sdo ainda clivados
por peptidases até a sua conversdo final a &cidos mercaptdricos e
excrecdo pela urina. Muitas substancias, especialmente aquelas que
geram espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (EROS/ERNSs) e/ou
perturbam a homeostase redox, tais como a aflatoxina B1, NO,, e alcool,
aumentam a expressdo da y-GT em vérias células e tecidos. Portanto, y-
GT desempenha um papel critico na defesa antioxidante, na
detoxificacdo de xenobidticos, e em processos inflamatorios
(DICKINSON; FORMAN, 2002a; ZHANG et al., 2005; ZHANG; FORMAN,
2009).

y-GT participa na manutencdo da homeostase redox de células e
processos dependentes de reagdes de oxidorreducdo, tais como a
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proliferacdo celular, diferenciacdo, adesividade ou reatividade a
condigdes adversas intra ou extracelulares (MARES et al., 2005).

y=GT vem sendo utilizado também como preditor de diabetes
tipo 2, doenga renal cronica e cardiovascular e risco de cancer. A
associagdo positiva entre os niveis de y-GT e incidéncia de tumor pode
ser explicados pela ligagdo entre y-GT e 0 estado redox da célula
(HEMELRIJCK et al., 2011).

2.6 VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL - BREVE RELATO

A capacidade de um neurbnio para transmissdo sinaptica é
particularmente controlada via fosforilagdo de enzimas que sintetizam
neurotransmissores. A chegada de um potencial de acdo no terminal pré-
sinaptico gera abertura dos canais de Ca®* dependentes de voltagem o
que resulta em influxo de Ca?* no terminal pré-sinéptico que induz ao
mecanismo molecular que leva a exocitose da vesicula sinaptica, fusdo
de vesiculas com a membrana plasmatica e subsequente liberacdo de
neurotransmissores. Liberacdo de neurotransmissores pré-sinapticos
estimula receptores pds-sinapticos ionotrépicos, como AMPA e NMDA,
0s quais sao ativados por glutamato, levando a um influxo de cétions,
incluindo Ca®*, o qual funciona como um segundo mensageiro. As
proteinas cinases que medeiam os processos de aprendizado e memoria
sdo ativadas tanto diretamente (CaMKII e PKC) ou indiretamente (PKA
via adenilato ciclase ativada por Ca**) por aumento intracelular de Ca®*
induzidos pela neurotransmissdo glutamatérgica excitatoria (BRADY et
al., 2012).

O termo PKC (Proteina cinase C) define uma familia de cinases
serina/treonina, a qual compreende 10 diferentes genes em mamiferos, e
é dividida em trés classes, dependendo da sua estrutura e 0s requisitos
para a sua ativagio. A isoforma convencional da PKC requer Ca“*, bem
como diacilglicerol (DAG) para sua ativacdo. Ela tem uma distribuigdo
heterogénea no sistema nervoso central e desempenha um importante
papel na regulacdo da excitabilidade neuronal, a liberacdo de
neurotransmissores, € em longo prazo, alteracbes na expressdo de genes
e plasticidade. A isoforma PKCe é predominantemente expressa no
cérebro em comparagdo com outros tecidos, ¢ a PKCy esta localizada
exclusivamente no cérebro (SZABO et al., 2009; ABRIAL et al., 2011).

Para sua ativacdo, a PKA requer o segundo mensageiro AMPCc,
0 qual é sintetizado pela adenilato ciclase sob estimulo de receptores
acoplados a proteina G. As subunidades de PKA mostram uma ampla
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distribuicdo no cérebro, onde irdo afetar muitas fungfes neuronais via
fosforilagcdo de uma ampla gama de substratos neuronais (ALBERTS et
al., 2002; BRADY et al., 2012).

As fosfolipases C (PLC) estdo implicadas em varios processos
fisioldgicos, incluindo a proliferacdo celular, diferenciacdo, migracéo,
sobrevivéncia e morte. Treze membros da familia PLC foram
identificados e classificados em seis isoenzimas de acordo com as suas
estruturas primarias. PLC especifica-gl (PLC-gl) é um regulador
importante de sinaliza¢do envolvida em varios processos celulares. No
cérebro, PLC-g1 é altamente expressa e participa de fungdes celulares
neuronais mediados por neurotrofinas. Significativamente, a expressao
anormal e ativacdo de PLC-gl aparecem em varias doencas cerebrais
tais como a epilepsia, a depressdo, a doenca de Huntington e doenca de
Alzheimer (JANG et al., 2012).

A maioria dos efeitos do Ca®* nas células ¢ mediado pela
fosforilacdo de proteinas catalisadas por uma familia de proteinas
cinases dependente de Ca®*/Calmodulina (CaMKs). O melhor exemplo
estudado de CaMK é a CaMKIIl, uma cinase serina/treonina
multifuncional, a qual é encontrada em todas as células animais, mas
especialmente no sistema nervoso, onde esta altamente concentrada nas
sinapse e medeia a fosforilacio dependente de Ca®* de uma grande
variedade de alvos neuronais (ASHPOLE; HUDMON, 2011; MAGUPALLI
etal., 2012; SKELDING et al., 2012).

Proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS)
desempenham importantes papéis na fisiologia celular. Diversos sinais
extracelulares podem ativar as cascatas das MAPKSs, incluindo o
neurotransmissor excitatorio glutamato, fatores de crescimento (por
exemplo, fator de crescimento derivado de plaquetas - PDGF, fator de
crescimento epidérmico - EGF e fator de crescimento de fibroblastos -
FGF), citocinas inflamatdrias e estressores ambientais. Os membros da
familia das MAPKs sdo estrutura e funcionalmente relacionados e
muitos deles sdo expressos no cérebro e medeiam importantes fungdes
neuronais, tais como modulacdo do metabolismo, neurotransmissdo,
neuroplasticidade (LTP e LTD, no hipocampo), sobrevivéncia ou morte
celular (neurotoxicidade mediada pelo glutamato) e proliferagdo ou
diferenciacdo celular. Os principais membros desta familia séo
classificados em trés grupos: proteina cinase regulado por sinal
extracelular (ERKSs); p38 MAPKS; e c-Jun N-Terminal cinases (JNKSs)
(MOLZ et al., 2008b; KRISHNA; NARANG, 2008; KAPFHAMER et al.,
2012).
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ERK1/2 tem uma ampla gama de substratos e podem fosforilar
muitas proteinas alvos no citosol ou no ndcleo de células neuronais,
regulando fungfes celulares importantes, tais como proliferagéo,
diferenciacdo, apoptose e plasticidade sinaptica (NUTTALL; OTEIZA,
2012). JNKs estdo envolvidas numa variedade de processos bioldgicos
incluindo a proliferacdo celular, a migragdo celular e a producgdo de
citocinas (neuroinflamacdo) e apoptose. Sdo fortemente expressas no
sistema nervoso e desempenham  papéis importantes no
desenvolvimento, migracdo, polaridade e regeneracdo neuronal, bem
€como nos processos de aprendizagem e meméria (HAEUSGEN et al.,
2009; MEHAN et al., 2011; QU et al., 2012).

Cérebro contém muitos outros tipos de proteinas cinases
Ser/Thr que s&o independentes de segundos mensageiros, como por
exemplo, a GSK3, que é uma proteina cinase multifuncional, expressa
ubiquamente e encontrada em altos niveis especificamente no cérebro.
GSK3 esta implicada em uma variedade de processos neuronais bem
como transporte axonal; polarizacdo neuronal; sinalizacdo pds-sinaptica;
regulacdo da plasticidade sindptica e memoria; e também vem sendo
envolvida na patogenia de doencas neurodegenerativas, como doenca de
Alzheimer e doenca de Huntington; e em doencas psiquiatricas, como
esquizofrenia e desordem bipolar. Existem duas isoformas da enzima
denominadas GSK3a ¢ GSK3p. GSK3p ¢ um dos principais alvos da
sinalizacdo antiapoptdtica mediada pela via PI3K/Akt, a qual é um
transdutor critico para diversas vias importantes de sobrevivéncia em
neurdnios do sistema nervoso (LI et al., 2004; FUSTER-MATANZO et al.,
2011; MOLZ et al., 2011).

A atividade das duas isoformas GSK3a e GSK3p ¢
normalmente regulada pela fosforilagdo inibitoria na Ser21 em GSK3a e
Ser9 em GSK3p. Estes locais podem ser fosforilados por varias cinases
diferentes, incluindo Akt (também conhecida como proteina cinase B),
PKA, PKC, e outras, 0 que indica que muitas cascatas de sinalizacéo
convergem para GSK3 e regulam a sua atividade. Deficiéncias deste
controle inibitério de GSK3 podem resultar em aumento exacerbado de
sua atividade, uma condicdo que pode ter efeitos prejudiciais sobre a
plasticidade neural, estrutura e sobrevivéncia (LI et al., 2004; MINES;
JOPE, 2012). Desregulacdo da sinalizacdo Akt/GSK3 esta associada a
muitos distrbios neuroldgicos e neuropsiquiatricos (MORISSETTE et al.,
2010).
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2.7 HIPOTESE

Este estudo propbs demonstrar que tanto a exposicdo in vivo
guanto in vitro a0 Roundup® induz aumento excessivo nos niveis
extracelulares de glutamato levando a hiperativacdo dos receptores
NMDA e, consequentemente, a sobrecarga nas concentragdes do ion
célcio no citosol (Figura 11). Estes eventos, associados a inducdo de
estresse  oxidativo, induzem o fenémeno de excitotoxidade
glutamatérgica. Para comprovar esta proposta, estudos preliminares do
nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0 hipocampo € a estrutura
cerebral mais vulnerdvel as acfes tdxicas do Roundup® quando
comparado ao coOrtex cerebral, ao estriado e ao cerebelo (dados nédo
mostrados). Apoiados nestes dados, este trabalho investigou as
consequéncias da exposi¢do ao Roundup® sobre o influxo de célcio,
inducdo de estresse oxidativo, assim como captacdo, liberacdo e
metabolismo do glutamato no hipocampo de ratos de 15 dias de idade.

Figura 11 - Possiveis alvos do Roundup® em hipocampo de ratos imaturos.

Roundup®

Alteracdo na
captacdao, liberacéo
e/ou metabolismo
do glutamato

Modulacao de vias
de sinalizacéo
celular

Aumento do
influxo de Calcio




64



65

3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS

As substancias radiotivas ([*'C] MeAIB) (sp.act. 1.85
GBg/mmol), [*Ca®*]CaCl, (sp. act. 321 KBg/mg Ca®") foram obtidos da
“Du Pont NEN Products” (Boston, EUA) e o liquido de cintilagdo
biodegradavel Optiphase Hisafe Ill foi adquirido da Perkin Elmer (S&o
Paulo, SP, Brasil). L-[*H]-glutamato e D-*H-aspartato (atividade
especifica 0.33 Ci/ml), anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase
foram adquirido da Amersham® (Oakville, Ontario, Canada). O
Roundup® foi adquirido da empresa Monsanto Company (St Louis,
MO, EUA). Os anticorpos anti-p44/42 MAP cinase (anti-ERK1/2), anti-
fosfo-p44/42 MAP cinase (anti-phospho ERK1/2), anti-JNK1/2 e anti-
fosfo-JINK1/2, anti-GSK3p e anti-fosfo-GSK3p, anti-Akt e anti-fosfo-
Akt foram adquiridos da Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA,
EUA). Os reagentes referentes as analises de biomarcadores de estresse
oxidativo, todos os inibidores enzimaticos, antagonistas de receptores,
bloqueadores de canais, substancias antioxidantes, foram adquiridos da
marca Sigma (St. Louis, MO, EUA). O “Immobilon TM Western
chemiluminescence HRP substrate kit” foi adquirido da Millipore
(©EMD Millipore Corporation, Bilerica, Ma, EUA). Todos os demais
reagentes utilizados foram de grau analitico (P.A).

3.2 METODOS
3.2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar Machos com 15 dias de idade ou
ratas Wistar fémeas gestantes, provenientes do Biotério Central da
UFSC, os quais foram mantidos em gaiolas com controle do ciclo
claro/escuro 12/12 h a 21 °C, com agua e racdo ad libitum. Foram
seguidos 0s Principios Eticos do COBEA durante todos os
experimentos. O protocolo de pesquisa foi aprovado pela CEUA/UFSC
(PP00471). O tamanho das ninhadas foi padronizado de forma que cada
rata foi mantida com 8 filhotes/gaiola durante todo o periodo de
tratamento e manutenc¢do dos animais.
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3.2.1.1 Tratamento in vivo com Roundup®

Ratas Wistar fémeas foram expostas a 1% de Roundup®
(equivalente a 0,38% de glifosato) na agua de beber (DARUICH;
ZIRULNIK; GIMENEZ, 2001; BEURET; ZIRULNIK; GIMENEZ, 2005) a
partir do 5° dia gestacional. O tratamento continuou até os filhotes
completarem 15 dias de idade, que corresponde ao periodo imaturo do
desenvolvimento. O consumo materno de agua durante os periodos
gestacional e lactacional das ratas controles e tratadas foi monitorado
diariamente. No dia do experimento os filhotes de 15 dias de idade
foram mortos por decapitagdo, seguida de rapida remocdo do
hipocampo. Posteriormente, o hipocampo foi fatiado e os testes
bioguimicos foram realizados nestas fatias. As fatias foram
homogeneizadas nos tampdes especificos dependendo da determinacdo
bioguimica a ser realizada, conforme descrito abaixo.

3.2.1.2 Tratamento in vitro das fatias de hipocampo com Roundup®

Para os experimentos in vitro, as fatias de hipocampo foram
previamente pré-incubadas por 15 min. em tampdo Krebs-Ringer
bicarbonato (KRb =NaCl 122mM; KCI 3mM; CaCl, 1,3mM; MgSO,
1,2mM; KH,PO; 0,4mM; NaHCO325mM; D-glicose 10mM) e
gaseificado com carbogénio (95% O, - 5% CO,), seguido por uma
incubacdo de 30 minutos com ou sem Roundup® em diferentes
concentragBes. A concentracdo de 0,01% do Roundup® foi a utilizada
na maioria dos ensaios bioquimicos e é equivalente a 100 ppm de
Roundup® ou 36 ppm de glifosato. Salienta-se que a diluicdo de
Roundup® utilizada na agricultura corresponde a 10.000 ppm.

Com o intuito de investigar os mecanismos envolvidos na
toxicidade induzida pelo Roundup® sobre as células hipocampais, em
alguns experimentos as fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 15
minutos na presenca ou auséncia de inibidores enzimaticos (KN-93 10
uM; PD98059 10 puM; U73122 1 uM; Nifedipina 10 uM; H89 10 uM;
Ro 31-8220 1 uM), e/ou antagonistas (AP-5 10 uM; MK-801 50 uM) ou
agonistas (NMDA/Gly 100 uM/10 uM) do receptor ionotrépico do
glutamato (NMDA) e mantidos durante a incuba¢do de 30 minutos na
presenca do Roundup®.
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3.2.2 Captacéo de L-[*H]Glutamato

A captacdo foi realizada conforme previamente descrito (MOLZ
et al., 2005). As fatias de hipocampo foram pré-incubadas por 15 minutos
a 37°C, em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS = CaCl,
1,29mM, NaCl 136,9mM, KCI5,36mM, MgSO, 0,65mM, Na,HPO,
0,27mM, KH,PO, 1,1mM, D-glicose 2mM e Hepes 5mM) (Quando
necessario, Roundup® foi incubado junto com a captacdo, no tempo de
30 minutos). A captagdo tem inicio com a adicdo de 0,33 pCi L-
[*H]Glutamato. As fatias permaneciam por 7 minutos nesse meio de
captagdo. A incubagdo é interrompida com a retirada do meio de
captacgdo e lavagem por duas vezes com 1 ml de HBSS gelado. 300l de
uma solucdo de NaOH 0,IN/SDS 0,01% foram adicionados para
solubilizacdo das fatias. Apds a completa solubilizacdo, foi determinado
o contetdo intracelular de glutamato pela avaliagdo de cintilacdo
liguida. A captacdo de glutamato foi corrigida para a unido nao-
especifica em ensaios realizados na auséncia de ions sddio, sendo este
sal substituido por cloreto de colina. Os resultados sdo expressos como
nmol L-[*H]Glutamato/mg proteina/min.

3.2.3 Liberacéo de L-[*H]Glutamato

Ap6s 0 tempo de pré-incubacdo em tampdo KRb, fatias de
hipocampo foram incubados em 280 ul de solucéo salina equilibrada de
Hank (HBSS - mM: CaCl, 1,29mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36mM,
MgSO, 0,65mM, Na,HPO, 0,27mM, KH,PO, 1,1 mM, e HEPES a
5mM) (quando necessario, Roundup® foi incubado junto com a
captagdo) durante 30 min, nos 7 minutos finais 20 pL de D-[*H]
aspartato foi adicionado a incubacdo. Foi utilizado o D-aspartato, ao
invés do L-glutamato com o intuito de prevenir a metabolizacdo do
mesmo nos compartimentos intracelulares. Entretanto, resultados
similares sdo obtidos quando se utiliza o D-aspartato ou o L-glutamato.
Ap0s este tempo a incubacdo é interrompida com a retirada do meio e
lavagem das fatias por trés a quatro vezes com 300 pl de HBSS gelado.
A solugdo HBSS é novamente trocada e as fatias de hipocampo séo
incubadas com 300ul de HBSS por 15 minutos. O tampdo (efluxo) é
retirado para posterior determinacdo da cintilagdo. As fatias séo lisadas
com uma solu¢do de NaOH 0,1N/SDS 0,01%. Aliquotas deste lisado
foram tomadas para determinacdo do conteldo intracelular de L-
[*H]Glutamato (MOLZ et al, 2005). Contetido de L-[*H]Glutamato
extracelular e intracelular foi determinado através de contagem de
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cintilagdo, calculada como nmol de glutamato por miligrama de proteina
por minuto, sendo que a quantidade de glutamato liberado foi expressa
como porcentagem do total de L-[*H] glutamato.

3.2.4 Captacdo de Célcio

A captacdo de *°Ca®" (ZAMONER et al., 2007) foi determinada
em fatias de hipocampo de ratos tratadas com Roundup®. O tecido foi
pré-incubado em tampdo KRb (NaCl 122 mM; KCI 3 mM; MgS0, 1,2
mM; CaCl; 1,3 mM; KH,PO, 0,4 mM; NaHCO3; 25 mM) por 15 min a
37 °C, pH 7,4 e gaseificada com uma mistura contendo O,:CO, (95:5,
v/v). Ap6s, o meio foi trocado por KRb fresco com 0,1 pCi/mL “Ca’* e
o tecido incubado durante 30 minutos. O “*Ca®* extracelular foi
totalmente lavado em solugcdo de lantanio (NaCl 127,5 mM, KCI 4,6
mM, MgS0O, 1,2 mM, HEPES 10 mM, Glicose 11 mM, LaCl; 10 mM,
pH 7.3). O tecido foi lisado em solugdo NaOH 0,5 M e foi determinada
a concentracdo de proteinas em cada amostra. A radioatividade foi
medida em um cintilador. Captacéo especifica foi considerada como a
diferenca entre a captacdo total e a ndo especifica.Os resultados foram
expressos como pmol *Ca?*/pg proteina ou % do controle.

3.2.5 Acumulo de aminoacidos neutros

Fatias de hipocampo foram pré-incubados em solucdo tampéo
KRb (NaCl 122 mM; KCI 3 mM; MgSO, 1,2 mM; CaCl, 1,3 mM,;
KH,PO; 0,4 mM; NaHCO;3; 25 mM) durante 15 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff a 37 °C, pH 7,4 e gaseificada com uma
mistura contendo O,:CO, (95:5, v/v). As fatias de hipocampo foram
incubadas na presenca de [**C] MeAIB (3,7 kBg/ml) durante 1 hora,
sendo que para os experimentos relacionados ao modelo in vitro o
Roundup® 0,01% foi adicionado nos 30 minutos finais (SILVA et al.,
2001). Aliquotas de 40 pl de tecido e meio externo foram colocados em
liqguido de cintilacdo e contadas num espectrdmetro de cintilacdo
Beckman beta liquido (modelo LS 6500; Fullerton, Califérnia, EUA)
para medicGes de radioatividade. Os resultados foram expressos como o
tecido/meio/mg proteina/mL ou % do controle (SILVA et al., 2001).

3.2.6 Contelido de GSH

Os niveis de glutationa foram medidos em homogenato de
hipocampo, preparado em 10 volumes de acido tricloroacético 12%,
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seguido por centrifugacdo a 5000 xg durante 5 minutos. Uma aliquota
de 50 pL das amostras foi acrescentado em 950 uL de Tampao Fosfato
0,2 M pH 8,0. 100 pL de DTNB 2,525 mM (5,5 -Ditiobis(acido 2-
nitrobenzdico) foi adicionado e a absorbancia foi medida em um
comprimento de onda de 412 nm (BEUTLER; DURON; KELLY, 1963).
GSH reage com é&cido ditionitrobenzéico (DTNB) e por redugdo de
GSSG, a GSH total (GSH + GSSG) pode ser medida. DTNB reage com
GSH para produzir um anion conjugado, TNB, 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 contedo de GSH pmol/mL ou mmol/ug
proteina.

3.2.7 Contetdo de TBARS

O malondialdeido (MDA), produto da peroxidacdo lipidica,
reage com o &cido tiobarbitirico (TBA) formando um pigmento rosa
gue pode ser medido espectrofotometricamente (OHKAWA; OHISHI,
YAGI, 1979; BIRD; DRAPER, 1984). Os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) foram medidos em fatias de hipocampo,
homogeneizadas em tamp&o fosfato 0,02 M pH 7,4 (1:20, p:v), seguido
por centrifugacdo a 5.000 xg durante 5 min. A uma aliquota de 100 pL
do sobrenadante foi acrescentado 1 mL de TCA 12% e agitado em
vortex. Posteriormente, foi adicionado 900 pL de tampdo Tris-HCI
0,06M pH 7,4 e 1 mL TBA 0,73%, novamente agitado em vortex e
levado para aquecimento por 1 hora a 100°C. Apds este periodo as
amostras foram resfriadas em banho de gelo e centrifugadas a 5000 xg
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.

3.2.8 Vias de sinalizagéo

Para investigar o envolvimento das vias de sinalizagdo no
mecanismo de toxicidade do Roundup® foram realizados ensaios de
imunodeteccdo utilizando anticorpos especificos para as formas totais e
fosforilada das MAPKs (ERK1/2, INK 1/2), da Akt e da GSK-3p. Fatias
de hipocampo de ratos expostos ao Roundup® durante o periodo
gestacional e lactacional foram lisadas e homogeneizadas em tampédo
contendo 2 mM EDTA, 50 mM Tris—HCI, pH 6.8, 4% SDS e a
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concentracdo de proteinas foi determinada (LOWRY et al, 1951).
Quantidades iguais de proteina foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida 10% e analisadas por SDS-PAGE e transferidas para
uma membrana de nitrocelulose em tampao de transferéncia (Trizma 48
mM, glicina 39 mM, metanol 20% e SDS 0,25%) (60 min). As
membranas de nitrocelulose foram lavadas, seguida por uma incubagéo
de 2h em solugéo de blogueio (TBS; NaCl 0,5M, Trizma 20 mM e leite
em po desnatado 5%). Apds a incubacgdo, as membranas foram lavadas e
entdo incubadas durante a noite (18h) a 4 °C com anticorpo primario
(anti-ERK1/2, anti-fosfo-ERK1/2, anti-JNK1/2, anti-fosfo-JNK1/2, anti-
Akt, anti-fosfo-Akt, anti-GSK3p ou anti-fosfo-GSK3p diluidos 1:2000).
Apos a incubacdo com os anticorpos, as membranas foram lavadas e
incubadas por 2 horas com o anticorpo secundario (anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase, diluido 1:2000) para posterior revelagdo. O
blot foi revelado (Immobilon TM Western chemiluminescence HRP
substrate Kkit) e as autoradiografias foram quantificados com scanner
Hewlett-Packard Scanjet 6100C e a densidade dptica foi determinada
com o programa OptiQuant versdo 02.00 da Packard Instrument
Company (ZAMONER et al., 2008).

3.2.9 Atividade enzimética
3.2.9.1 y=Glutamil-Transferase

Os hipocampos foram homogeneizados em Tampdo Tris 100
mM pH 8,5 ¢ a atividade enzimatica da y-Glutamiltransferase foi
realizada através da seguinte reagéo: o grupo glutamil, da y-Glutamil-p-
Nitroanilida (substrato) € transferido pela y-GT para a Glicilglicina
(receptor), com liberacdo de p-Nitroanilina, a qual é diazotada, gerando
um composto final de cor résea com uma absorbancia que pode ser
medida num comprimento de onda de 530 nm. Resultados foram
expressos como U/L/ug proteina.

3.2.9.2 Glutamina Sintetase

Para o0 ensaio da enzima glutamina sintetase fatias de
hipocampo foram homogeneizados em 150 pL de Tampdo de Lise
(Imidazol 20 mM; KCI 150 mM; EDTA 0,1 mM — pH 6,8), em seguida
as amostras foram centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi separado. 50 pL deste sobrenadante foi adicionado em
100 pL de imidazol-HCI 80 mM, pH 7,0 (imidazol-HCI 80 mM,
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glutamina 30 mM, MnCl, 3 mM, hidroxilamina-HCI 30 mM, arseniato
de sédio 20 mM, ADP 4 mM). Ap6s 30 minutos de incubacdo a 37°C a
reacdo foi parada por adi¢do de 200 pL de uma mistura contendo FeCl;
3,7 mM; Acido tricloroacético 1,2 M; HCI 10 M e 4gua. O produto da
reacdo, 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 padrdo. A atividade enzimatica foi expressa
como mM hidroxamato/mg proteina (SHAPIRO; STADTMAN, 1970;
STADMAN et al., 1970; COSTA et al., 2012).

3.2.9.3 Alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase

Os hipocampos foram homogeneizados em tampao Tris-HCI 50
mM pH 7,4 e a atividade enzimética foi medida colorimétricamente. A
alanina aminotransferase (ALT/TGP) catalisa especificamente a
transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato com
formacdo de glutamato e piruvato. A aspartato aminotransferase
(AST/TGO) catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do
aspartato para o 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 méaxima pela adi¢do de hidroxido de sodio. A intensidade de
coloracdo é proporcional a atividade enzimatica da amostra, e é medida
espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 505 nm. Os
resultados foram expressos como U/L/ug proteina.

3.2.9.4 Lactato Desidrogenase

Os hipocampos foram homogeneizados em Tampéao Tris-HCI
50 mM pH 7,4 e a atividade enzimatica da Lactato desidrogenase foi
determinada através de uma mistura de reagentes contendo lactato
(substrato), difosfopiridino nucledtido (NAD"), fenazina metosulfato
(FMS), alimen férrico e 1,10-fenantrolina, utilizando a reacdo de lactato
a piruvato, com determinacdo quantitativa e simultinea do NADH
formado na reacdo enziméatica. Os resultados foram expressos como %
do controle.

3.2.9.5 Glicose-6-fosfato Desidrogenase

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi
determinada através da reacdo com G6PD na presenca do NADP, que
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catalisa a oxidagdo da G-6P a 6-fosfogliconato. O NADPH produzido €
medido colorimétricamente de modo cinético, corrigindo para atividade
enzimatica de acordo com a concentracdo de proteina (hipocampo
homogeneizado em Tampédo Tris-HCI 50 mM, pH 7,4). Resultados
foram expressos como U/ug de proteina.

3.2.10 Concentragdo de Proteinas

A concentracdo de proteinas foi avaliada pelo método de Lowry
et al. (1951). Uma curva padrdo utilizando a albumina de soro bovino
(Sigma®) foi utilizada para calcular os niveis de proteina nas amostras.

3.2.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da
média (E.P.M.) de determinages feitas em triplicata. As comparagdes
estatisticas foram realizadas através da anélise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida pelo pos-teste de Tukey-Kramer. Também foi
utilizado para avaliacdo de algumas amostras o teste “t” de Student. As
diferencas  encontradas  foram  consideradas estatisticamente
significativas para um “p” igual ou menor que 0,05.
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4 RESULTADOS

Neste trabalho foram utilizados modelos experimentais de
exposicdo materna e tratamento in vitro, assim como de exposicao
materna ao pesticida Roundup®, durante os periodos gestacional e pos-
natal, com o intuito de avaliar as alteracGes bioquimicas induzidas no
hipocampo de ratos imaturos. Foram determinados o influxo de “Ca?", a
captacdo e liberacdo de L-[*H]glutamato, o aclmulo de aminoécidos
neutros, os niveis de GSH e TBARS, assim como a atividade das
enzimas GS, y-GT, G6PD, AST e ALT no hipocampo de ratos controles
e tratados in vivo ou in vitro com Roundup®.

4.1 CARACTERIZAGAO DO MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO
ATRAVES DA CAPTACAO DE “CA* E VIABILIDADE CELULAR

Para investigar o efeito do Roundup® sobre o influxo de Ca?",
fatias de hipocampo foram incubadas com 0,1 pCi “*Ca?" durante 30
minutos com concentracdes do agrotdxico variando de 0,00005 a 0,1%.
Também foi avaliada, nestas mesmas condicfes, a viabilidade celular
através da determinacdo da atividade da LDH citosélica liberada no
meio extracelular (meio de incubag&o).

Conforme demonstrado na figura 12 nossos resultados
demonstraram que o Roundup® leva a um aumento no influxo de Ca**
na concentragdo de 0,01% (Figura 12A), sugerindo que este agrotdxico €
capaz de induzir o fenbmeno de excitotoxicidade. Esta mesma
concentracdo também induziu a morte celular, como demonstrado pela
liberacdo da enzima LDH para o meio extracelular. Entretanto, a
concentracéo de 0,1 % nao alterou o influxo de Ca®*, mas promoveu
uma proporcdo maior de morte celular em relacdo as demais
concentragcbes (Figura 12B). Sendo assim, 0s experimentos
subsequentes envolvendo os estudos in vitro foram realizados com
Roundup® na concentragdo de 0,01% com o intuito de investigar os
mecanismos envolvidos na neurotoxicidade deste herbicida. As barras
correspondentes ao tratamento in vivo com o Roundup® estdo
representadas em verde e aquelas relacionadas ao tratamento in vitro
estdo em azul nos graficos subsequentes.
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Figura 12 - Efeito do Roundup® na captacéo de “*Ca’* (A) e na viabilidade
celular (B) em hipocampo de ratos imaturos. Fatias do tecido foram expostas
durante 30 minutos com o agrotoxico. Os resultados foram expressos como %
do controle. Diferencas estatisticamente significativa a partir do controle, foram
determinadas através teste ANOVA de uma via seguida por teste de
comparagdo multipla Tukey-Kramer: **p<0,01; ***p<0,001.
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O efeito da exposicdo ao Roundup® durante o periodo
gestacional e lactacional sobre o influxo de Ca*" também foi investigado
em fatias de hipocampo de ratos imaturos. Similarmente aos resultados
observados ap6s incubacdo in vitro, o tratamento in vivo com o pesticida
induziu o aumento na captacéo de *°Ca?* (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito da exposi¢do ao Roundup® durante os periodos gestacional e
lactacional na captagdo de “°Ca®* em hipocampo de ratos imaturos. Tratamento
in vivo com 1% de Roundup® na agua de beber durante periodo gestacional e
lactacional até os filhotes completarem 15 dias de idade. Resultados foram
expressos pmol “*Ca®*/ug de proteina. Diferencas estatisticamente significativa
a partir do controle, foram determinadas através do teste t de Student:
***p<0,0001 (N=8).

4.2 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NA
TOXICIDADE OCASIONADA PELO ROUNDUP® SOBRE
CELULAS HIPOCAMPAIS

A fim de investigar o envolvimento do sistema glutamatérgico
na toxicidade induzida pelo Roundup® em fatias de hipocampo de ratos
imaturos, experimentos in vivo e in vitro investigando a liberacdo e a
captagdo de glutamato foram realizados apGs tratamento com o
herbicida.

Os resultados mostraram que o tratamento in vivo com
Roundup® promoveu diminuicdo na captacdo de L-[*H]glutamato
(Figura 14), corroborando com altos niveis deste neurotransmissor na
fenda sinaptica, o que estd de acordo com o aumento no influxo de
*Ca®* demonstrado anteriormente, sugerindo a inducéo do fendmeno de
excitotoxicidade glutamatérgica.
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Figura 14 - Efeito da exposicédo pré e pos-gestacional ao Roundup® na captagédo
de L-[*H]glutamato em hipocampo de ratos de 15 dias de idade. Tratamento in
vivo com 1% de Roundup® na agua de beber durante periodo gestacional e
lactacional até os filhotes completarem 15 dias de idade. Resultados sdo
expressos como meédia + SEM. Andlise estatistica: Teste “t” de Student.
*p<0,001 (N=8).

O efeito da exposi¢do aguda ao Roundup® foi avaliado tanto
sobre a captacio dependente de Na' quanto na independente deste ion
(Figura 15 A e B). Quanto aos resultados in vitro para a captacdo de
glutamato, estes seguiram o mesmo padrdo obtido com o modelo in
vivo, onde ocorreu uma diminuigdo na captacdo de glutamato
dependente de Na* (Figura 15 A) a qual representa a principal forma de
retirada do glutamato da fenda sindptica. Esta captacdo é feita
principalmente por transportadores especificos presentes na membrana
plasmatica dos astrocitos. Entretanto, observou-se aumento na captacéo
de glutamato independente de Na* (Figura 15 B), o que provavelmente
deve ser consequéncia da ativacdo do trocador glutamato/cistina. Além
disso, os resultados mostraram aumento na liberacdo de glutamato
(Figura 15 C) apo6s exposicdo in vitro das fatias de hipocampo com o
Roundup®. Em conjunto (Figura 15), estes dados fortemente sugerem a
indugdo de excitotoxicidade glutamatérgica.
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Figura 15 - Envolvimento do sistema glutamatérgico no mecanismo de agdo do
Roundup® em hipocampo de ratos imaturos. Fatias de hipocampo foram
expostas a0 Roundup® durante 30 min., e foram avaliadas a captacdo de L-
[*H]glutamato dependente e a independente de Na*, assim como a liberacéo
deste neurotransmissor. Para os ensaios de liberacdo do aminoacido excitatério
glutamato, utilizou-se o analogo ndo metabolizavel D-[*H]Aspartato. Os
resultados séo expressos como média + SEM. Andlise estatistica: Teste “t” de
Student. *p<0,01; **p<0.001.
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O aumento na liberagdo do neurotransmissor excitatério
glutamato associado a diminuicdo na sua captacdo indicam um aumento
da quantidade de glutamato na fenda sinaptica. Sendo assim,
investigaram-se as enzimas envolvidas no metabolismo do glutamato,
como a enzima chave do ciclo glutamato-glutamina, a glutamina
sintetase (GS), e as aminotransferases, alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST).

Nos estudos de exposi¢do in vivo (Figura 16A) verificamos
diminuicdo na atividade da enzima ALT sem alterar a atividade da AST;
entretanto, no modelo in vitro (Figura 17A), ambas as aminotransferases
apresentaram atividade diminuida apds exposicao ao pesticida. Quanto a
glutamina sintetase, tanto os experimentos envolvendo exposi¢éo in vivo
(Figura 16B) quanto in vitro (Figura 17B) ao Roundup® demonstraram
uma diminuicdo na atividade desta enzima.

(A) 104
S _ s [ Controle
?g 2 B Roundup®
g
=L
s o
oo
';% 31 44 *
s d
55
2% 7
0
AST ALT
(B) 0.075+
[ Control
0.0504 Il Roundup®

0.025+

Atividade Glutamina Sintetase
(mM hidroxamato/mg proteina)
*

0.000

Figura 16 — Avaliacdo do efeito do tratamento com Roundup® no metabolismo
do glutamato, focando as aminotransferases ALT e AST (A) e a enzima GS (B).
Tratamento in vivo com 1% de Roundup® na agua de beber durante periodo
gestacional e pos-gestacional até os filhotes completarem 15 dias de idade. Os
resultados sdo expressos como média = SEM. Analise estatistica: Teste “t” de
Student. *p<0,01 e ANOVA de uma via seguida do teste de comparacdo
maltipla de Tukey-Kramer *p<0,05; **p<0,01 (N=8).
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Figura 17 — Avaliagéo do efeito do tratamento com Roundup® no metabolismo
do glutamato, focando as aminotransferases ALT e AST (A) e a enzima GS (B).
Tratamento in vitro, com 0,01% Roundup®, durante 30 min. Os resultados sdo
expressos como média + SEM. Andlise estatistica: Teste “t” de Student.
*p<0,01 e ANOVA de uma via seguida do teste de comparacdo multipla de
Tukey-Kramer *p<0,05; **p<0,01 (N=8).

O transporte de aminoacidos é fundamental para aumentar sua
disponibilidade para a sintese proteica ou para o0 metabolismo
energético. O transporte de aminoacidos neutros utilizando o MeAlB
como modelo é essencial para investigar sistemas de entrada de
aminoacidos como a alanina e a glutamina. Sendo assim, investigou-se o
efeito da exposi¢do aguda e crénica ao Roundup® sobre o acimulo de
[“C]-MeAIB em hipocampo dos ratos imaturos. Os resultados
mostraram que tanto o tratamento in vivo quanto in vitro com o
herbicida estimularam a entrada deste aminoécido em células neurais
(Figura 18).
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Figura 18 - Efeito do tratamento in vivo (A) e in vitro (B) do Roundup® no
acimulo de “*C-MeAIB em hipocampo de ratos imaturos, 15 dias de idade.
Tratamento in vivo com 1% de Roundup® na &gua de beber durante periodo
gestacional e pds-gestacional até os filhotes completarem 15 dias de idade.
Tratamento in vitro, com 0,01% Roundup®, durante 30 min. Diferencas
estatisticamente significativa a partir do controle, foi determinada pelo teste “t”
de Student: *p<0,01; **p<0,001.

4.3 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO ESTRESSE
OXIDATIVO NA TOXICIDADE GERADA PELA EXPOSICAO AO
AGROTOXICO ROUNDUP®

A provavel inducdo de estresse oxidativo desencadeada pelo
Roundup® no hipocampo de ratos imaturos foi avaliada através da
determinacdo do contetdo do antioxidante mais prevalente no cérebro, a
GSH, e pela atividade das enzimas envolvidas na regeneracdo deste
antioxidante, a G6PD ¢ a y-GT. Também foi medida a formacdo de
substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS).

O efeito da exposicdo in vitro com Roundup® elevando o
contetido de TBARS (Figura 19) indica fortemente a inducéo de estresse
oxidativo por este herbicida em hipocampo de ratos imaturos.
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Figura 19 - Efeito do tratamento in vitro com Roundup® no contetdo de
TBARS no hipocampo de ratos imaturos. Tratamento in vitro, com 0,01%
Roundup®, durante 30 min. Os resultados foram expressos como a média +
E.P.M. Andlise estatistica: teste “t” de Student. *p<0,01.

Os baixos niveis de GSH observados nas fatias hipocampais
apo6s ambas as formas de tratamento com Roundup®, in vivo e in vitro
(Figura 20 A e B), confirmam a participacdo de eventos oxidativos no
mecanismo de toxicidade deste agrotoxico.
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Figura 20 - Efeito do tratamento in vivo (A) e in vitro (B) com Roundup® no
contetdo de GSH no hipocampo de ratos imaturos. Tratamento in vivo com 1%
de Roundup® na agua de beber durante periodo gestacional e pds-gestacional
até os filhotes completarem 15 dias de idade. Tratamento in vitro, com 0,01%
Roundup®, durante 30 min.Os resultados foram expressos como a média *
E.P.M.Analise estatistica: teste “t” de Student. **p<0.001.
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N

da atividade da enzima G6PD (Figura 21 A e B), responsavel pela
disponibilidade de NADPH para a redugdo da glutationa, em
hipocampos imaturos.
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Figura 21 - Efeito do tratamento in vivo (A) e in vitro (B) com Roundup® na
atividade enzimética da G6PD em hipocampo de ratos de 15 dias de idade.
Tratamento in vivo com 1% de Roundup® na &gua de beber durante periodo
gestacional e pds-gestacional até os filhotes completarem 15 dias de idade.
Tratamento in vitro com 0,01% Roundup®, durante 30 min. Resultados foram
expressos como média + E.P.M. Andlise estatistica: Teste “t” Student. *p<0,01;
***p<0,0001.

Considerando-se que a y-GT € a principal enzima envolvida no
“turnover” da GSH, foi investigada a consequéncia do tratamento com
Roundup® sobre a atividade desta enzima. Os resultados mostraram que
a atividade da y-GT estd aumentada apOs exposicdo cronica ao
Roundup®, enquanto que o tratamento in vitro induziu a inibicdo
enzimatica (Figura 22 A e B).
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Figura 22 - Modulagdo da atividade da y-glutamil transferase pelo Roundup®
em hipocampo de ratos imaturos. Fatias do hipocampo foram expostas durante
30 minutos com ou sem 0,01% agrotoxico para tratamento in vitro (B) e os
animais receberam 1% de Roundup® na agua de beber, no tratamento in vivo
(A). O tecido foi homogeneizado e a atividade enzimética foi determinada.
Resultados sdo expressos como U/L/ug de proteina. Analise estatistica: Teste
“t” de Student. **P<0,001.

4.4 VIAS DE SINALIZAGAO ENVOLVIDAS NO MECANISMO DE
ACAO DO ROUNDUP® EM HIPOCAMPOS DE RATOS
IMATUROS

Uma vez que os resultados apresentados sugerem que 0
Roundup® pode levar a excitotoxicidade glutamatérgica e morte celular,
as possiveis vias de sinalizacdo envolvidas nesses processos foram
investigadas.

Como pode ser observado na figura 23, o tratamento com
Roundup® induziu um aumento na fosforilagdo de duas das vias das
MAPKs, a ERK 1/2 e a INK 1/2, indicando a ativacdo destas. Também
foi avaliada a participagdo da via AKt/GSK-3B, figura 24, e em ambas
houve um aumento estatisticamente significativo na fosforilagdo destas
enzimas quando comparadas ao grupo controle. Estes dados
demonstram a participacdo das rotas de transdugdo de sinais das
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MAPKSs e da Akt/GSK-3 modulando os mecanismos do Roundup® em
fatias hipocampais de animais expostos durante periodo pré e poés-
gestacional, até 15 dias de idade.
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Figura 23 - Ativacdo das MAPKs ERK1/2 e JNK 1/2 ativadas pela exposi¢do
cronica ao Roundup® em células hipocampais de ratos imaturos. Niveis totais e
fosforilados das MAPKs foram determinados por andlise imunoblotting com
anticorpos especificos. Tratamento in vivo com 1% de Roundup® na &gua de
beber durante periodo gestacional e p6s-gestacional até os filhotes completarem
15 dias de idade. Resultados sdo expressos como média + SEM. Analise
estatistica: Teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de comparagdo
maltipla de Tukey-Kramer. ***p<0,0001; **p<0,001.
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Figura 24 - Ativacdo das vias Akt e GSK-3p ativadas pela exposi¢do cronica ao
Roundup® em células hipocampais de ratos imaturos. Niveis totais e
fosforilados das vias foram determinados por anélise de imunoblotting com
anticorpos especificos. Tratamento in vivo com 1% de Roundup® na &gua de
beber durante periodo gestacional e p6s-gestacional até os filhotes completarem
15 dias de idade. Teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de comparacéo
multipla de Tukey-Kramer. ***p<0,0001; **p<0,001.

4.5 PARTICIPAGCAO DE DIFERENTES ROTAS DE SINALIZACAO
CELULAR NO MECANISMO DO ROUNDUP® SOBRE A
ATIVIDADE DA Y-GT EM HIPOCAMPOS DE RATOS IMATUROS

Como verificado anteriormente, o tratamento com 0,01%
Roundup® em fatias hipocampais de ratos imaturos (15 dias de idade)
levou a uma diminuicdo da atividade da enzima y-GT. Sendo assim,
investigamos 0s mecanismos que podem estar modulando essa
diminuicdo. Com intuito de avaliar a participacdo do receptor
ionotrépico NMDA de glutamato na modulagdo da atividade da y-GT,
em fatias hipocampais, foram utilizados antagonistas (AP-5 e MK-801)
e agonistas (NMDA/Gly) deste receptor. Os resultados mostraram que a
associacdo NMDA/Gly, assim como o Roundup®, diminuiu a atividade
da y-GT (figura 25 B). Além disso, o AP-5 preveniu o efeito do
Roundup® sobre a atividade da y-GT (figura 25 A e B). Estes dados
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indicam que a ativacdo dos receptores NMDA participa ativamente no
mecanismo de toxicidade do pesticida sobre 0 SNC.

Para melhor entender o envolvimento das vias de sinalizagdo da
CaMKIlI, ERK e fosfolipase C (PLC), foram utilizados inibidores destas,
como: KN-93 (Inibidor seletivo da CaMKII); PD98059 (inibidor da
MEK) e U73122 (inibidor da PLC). Os resultados mostraram ainda que
as vias da ERK/MAPK, da CaMKIl e da PLC ndo participam do
mecanismo do Roundup® sobre a modulag¢do da y-GT em hipocampo
de ratos imaturos (Figura 25 C).
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Figura 25 - Envolvimento das vias de sinalizacdo e de receptores do sistema
glutamatérgico no mecanismo do Roundup® na atividade da y-GT em
hipocampo de ratos imaturos. Fatias de tecido foram pré-incubadas na presenga
ou auséncia de AP-5 10 uM (antagonista NMDA), KN-9310 uM (inibidor
CaMKIl), NMDA/Gly 100 uM/10 pM (agonista NMDA); MK-801 50 uM
(antagonista NMDA); PD98059 10 puM (Inibidor ERK) ou U73122 1 uM
(Inibidor da PLC) e posteriormente expostas durante 30 min. com ou sem 0
Roundup® 0,01% e/ou inibidores. Analise estatistica: ANOVA de uma via
seguida de teste de comparagdo multipla de Tukey-Kramer. *p<0,01 comparado
com o grupo controle; #P<0,01 comparado com grupo Roundup®.
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4.6 MECANISMOS DE TRANSDUGCAO DE SINAIS ENVOLVIDOS
NA ACAO DO ROUNDUP® SOBRE O INFLUXO DE CALCIO EM
HIPOCAMPOS DE RATOS IMATUROS

Para determinar se receptores glutamatérgicos ou canais de Ca**
dependente de voltagem contribuem com os mecanismos de toxicidade
ocasionados pelo Roundup®, as fatias hipocampais foram pré-incubadas
por 15 minutos com inibidor do receptor de glutamato NMDA (AP-5) e
inibidor de canal de Ca?*dependente de voltagem do tipo L (nifedipina)
e posteriormente incubadas por 30 minutos com Roundup®. Ambas as
substancias preveniram o aumento no influxo de *°*Ca*" ocasionado pelo
pesticida, sugerindo a participacdo destes canais no influxo de Ca**.

Também foi estudada a participacdo das vias de sinalizacdo da
CaMKII, ERK, PKC, PKA e PLC na modulacéo do influxo de **Ca®*
estimulado por Roundup®. Para isso as fatias foram pré-incubadas por
15 minutos com KN-93 (inibidor CaMKIIl), PD98059 (inibidor da
ERK), H89 (inibidor da PKA), Ro 31-8220 (inibidor da PKC) ou
U73122 (inibidor da PLC). Interessantemente, apesar da CaMKII ndo
estar envolvida no mecanismo de a¢do do Roundup® sobre a atividade
da y-GT, observou-se que esta cinase estd intimamente relacionada ao
influxo de Ca?* induzido por Roundup® via receptores NMDA e/ou
CCDV-L em células hipocampais, como demonstrado na Figura 26.
Além da CaMKII, também demonstrou-se a participacdo da via da
ERK/MAPK na captacio de *Ca** desencadeada pelo herbicida.
Entretanto, a PKA ndo estad envolvida no mecanismo do Roundup®,
enquanto a via PLC/PKC parecem desempenhar uma participagdo
parcial na entrada de Ca®*, considerando-se que tanto a incubacdo dos
inibidores desta via ou do Roundup® isoladamente, assim como, a co-
incubacdo destes inibidores com o herbicida produziram efeitos
semelhantes (Fig. 26 A e B). Entretanto, os mecanismos envolvidos
neste efeito ndo sdo conhecidos.
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Figura 26 - Envolvimento das vias de sinalizacdo e de receptores do sistema
glutamatérgico no mecanismo do Roundup® no influxo de *Ca* em
hipocampo de ratos imaturos. Fatias de tecido foram pré-incubadas na presenga
ou auséncia de AP-5 10 uM (antagonista NMDA), KN-93 10 puM (inibidor
CaMKIl), Nifedipina 10 pM (Bloqueadora CCDV-L), PD98059 10 uM
(Inibidor ERK), H89 10 uM (Inibidor PKA), Ro 31-8220 1 uM (Inibidor PKC)
ou U73122 1 pM (Inibidor da PLC) e posteriormente expostas durante 30 min.
com ou sem Roundup® 0,01% e/ou inibidores. Resultados foram expressos
como porcentagem do controle ou em pmol **Ca®*/ug proteina. Analise
estatistica: ANOVA de uma via seguida de teste de comparacdo mdaltipla de
Tukey-Kramer. *p<0,01 comparado com o grupo controle; #P<0,01 comparado
com grupo Roundup®.
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos vem sendo desenvolvidos quanto a exposicao
aguda e crbnica aos agrotoxicos, e 0s resultados obtidos sugerem a
ligagdo destas exposi¢Ges com o desenvolvimento de uma variedade de
condi¢des clinicas, incluindo canceres, distirbios endocrinos, e uma
série de doencas neurolégicas (DALLEGRAVE et al, 2007; NEGGA et al.,
2012; PARRON et al., 2011).

Em nosso estudo foram investigadas possiveis alteraces
ocasionadas pela exposicdo ao agrotoxico Roundup® em modelos
animais in vivo e in vitro, visando o conhecimento dos mecanismos de
acdo envolvidos na toxicidade deste pesticida em hipocampo de ratos
imaturos. Através dos modelos experimentais estudados demonstrou-se
a inducdo do fendmeno de excitotoxicidade glutamatérgica,
caracterizada pelo aumento no influxo de Ca*" associado a maior
disponibilidade de glutamato na fenda sinaptica (diminuicdo na captacéo
com aumento na liberacdo do neurotransmissor). Além disso, 0s
resultados deste estudo mostraram alteracbes importantes no
metabolismo do glutamato, assim como o envolvimento de diversas vias
de sinalizacédo celular no mecanismo excitotoxico do Roundup®.

Neste trabalho utilizou-se a formulagdo comercial Roundup®
ao invés de somente seu principio ativo, glifosato, pois diversos dados
da literatura demonstram que esta formulacdo comercial apresenta maior
toxicidade em relacdo ao seu principio ativo (glifosato) utilizado
isoladamente. Os autores propdem que a presenca de adjuvantes, como o
tensoativo polioxietilenoamina (POEA), o qual serve para melhorar a
estabilidade do agrotoxico e sua penetracdo nas células, pode
potencializar os efeitos toxicos do herbicida através de um sinergismo
entre os componentes da formulacdo (EL-SHENAWY, 2009; KOLLER et
al., 2012; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2012).

Embora avancos significativos na toxicologia de agrotoxicos
tenham sido feitos ao longo das UGltimas décadas, a maioria das
investigagbes examina a toxicidade de combinacdes de herbicidas
utilizando, por exemplo, um herbicida e um inseticida ou um fungicida.
Entretanto, de acordo com Song et al. (2012) a presenca de surfactantes
nas preparacdes comerciais de glifosato pode ndo s6 causar toxicidade
direta, mas pode também resultar em efeitos toxicos sinérgicos entre 0s
componentes da formulacdo. Neste contexto, os autores enfatizam a
necessidade de estudos ndo s6 com o agrotoxico isoladamente, mas
também com as substancias consideradas inertes nas formulagoes.
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Nossos resultados apontam para um aumento no influxo de Ca*
em fatias hipocampais tratadas com Roundup®. Sabe-se que esse
aumento de Ca’* intracelular de forma descontrolada pode levar a morte
celular. De acordo com Bird e Putney (2006) o influxo de Ca*" pode
estar envolvido em diversas funcdes celulares e pode também ser
regulado por diversos mecanismos, incluindo atividade de proteinas
cinases, neurotransmissores, hormdnios, nucleotideos e fatores de
crescimento. Por outro lado, o célcio é um contribuinte chave para a
morte neuronal excitotoxica. Sabe-se que altas concentragdes
intracelulares deste fon estdo envolvidas na morte de neurbnios em
diversas condi¢Bes patoldgicas, como nas doencas neurodegenerativas
(GLEICHMANN; MATTSON, 2009).

A morte neuronal por excitotoxicidade resulta muitas vezes no
aumento do Ca®" intracelular subsequente a uma superexcitabilidade dos
neurbnios, através de uma excessiva ativacdo dos receptores de
aminoacidos excitatérios ionotrépicos (MODY; MACDONALD, 1995).
Este fendbmeno comumente chamado de excitotoxicidade glutamatérgica
é bastante conhecido e esté ligado a varias doengas neurodegenerativas;
e, baseia-se no aumento do glutamato na fenda sinaptica, levando a uma
superativacdo de seus receptores, principalmente os ionotrépicos, como
o NDMA. A ativacdo desse receptor leva ao influxo de Ca®*, sendo que
uma ativagao excessiva deste receptor induz a um aumento excessivo na
concentracdo de Ca”* intracelular, levando ao fendmeno de
excitotoxicidade glutamatérgica (DANBOLT, 2001; PESSOA-PUREUR,;
WAJNER, 2007).

Neste contexto, 0 aumento no influxo de Ca”* observado em
hipocampo de ratos de animais expostos in vivo ou in vitro ao pesticida
pode estar associado a excitotoxicidade glutamatérgica, descrita em
diversas doencas neurodegenerativas. Entretanto, os mecanismos pelos
quais o Roundup® induz o aumento nos niveis intracelulares de Ca*
ndo sdo conhecidos. Provavelmente, hd uma combinacdo complexa de
mecanismos que podem ser modulados por CCDV ou pelos niveis
intracelulares do proprio Ca**. Além disso, ndo podemos descartar o
possivel envolvimento da modulagéo de Ca”*-ATPases especificas, além
da ativacéo de receptores acoplados a canais de Ca**, como 0 NMDA
para o glutamato (DANBOLT, 2001; BIRD E PUTNEY, 2006). Com o
intuito de verificar o envolvimento do sistema glutamatérgico nas
alteracBGes observadas no hipocampo de ratos expostos ao Roundup®,
foi investigada a captacdo de L-[*H]glutamato nesta estrutura cerebral.
Observou-se  diminuicdo significativa na captacdo especifica
(dependente de Na") do neurotransmissor excitatério glutamato em
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ambos 0s modelos experimentais utilizados. Além disso, também foi
observado o aumento na liberacdo de glutamato. Estes dados
demonstram um aumento da transmissdo glutamatérgica, com
subsequente ativagdo dos receptores NMDA levando ao aumento no
influxo de Ca** em hipocampo de animais expostos ao pesticida,
evidenciando claramente o fendmeno de excitotoxicidade
glutamatérgica induzido por Roundup®. Neste contexto, Deng et al.
(2012) demonstraram uma diminuicdo na captacdo de glutamato
mediada pela exposicdo cronica ao Manganés em células astrocitarias
isoladas do cdrtex cerebral de ratos recém nascidos (1 dia de idade).
Além disso, reducdo na captacdo de glutamato também foi associada a
insultos neurotdxicos como isquemia e doengas neurodegenerativas
(MOLZ; DAL-CIM; TASCA, 2009), corroborando nossos resultados.
Jiang; Yan e Weng (2012) relataram que a baixa expressdo de
transportadores de glutamato gliais tem sido associada & hiperativacéo
neuronal na dor neuropatica e a delecdo de genes de transportadores de
glutamato gliais tem sido associada a excitotoxicidade neuronal e
epilepsia.

O metabolismo do glutamato € um processo muito importante
mediado pelos astrocitos, e tem como objetivo captar esse
neurotransmissor da fenda sinaptica, através de transportadores
especificos dependentes de Na', e consequentemente parar 0 processo
de ativacdo dos receptores excitatorios pds-sinapticos desencadeado por
ele (DANBOLT, 2001; COSTA et al., 2012). Esta regulacéo astrocitéria da
homeostase de glutamato € um aspecto critico da funcdo cerebral, pois
acumulo de niveis téxicos de glutamato no espaco extracelular pode
levar a excitotoxicidade devido a uma superativacdo dos receptores de
glutamato e excessiva entrada de Ca®* nos neurdnios (STRUZYNSKA;
CHALIMONIUK; SULKOWSKI, 2005; COSTA et al., 2012; COULTER; EID,
2012).

A inibicéo na atividade da GS tanto nos modelos in vitro quanto
nos in vivo, indica uma deficiéncia na conversdo de glutamato a
glutamina, ~ consequentemente  aumentando  0s  niveis do
neurotransmissor. Salienta-se que a glutamina é considerada uma
maneira ndo téxica de transporte do glutamato (FERNANDES et al., 2010;
CASTEGNA et al., 2011). Neste contexto, Deng e colaboradores (2012)
demonstraram que exposic¢ao crénica ao manganés promove diminuicdo
na captacdo de glutamato e na atividade da GS, indo de acordo com
nossos achados apos exposicdo ao Roundup®. Sendo assim, sugere-se
gue o Roundup®, tal como o Manganés, é um possivel disruptor do
sistema de transporte e do metabolismo do glutamato. Costa e
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colaboradores (2012) também verificaram uma diminuicdo da atividade
da GS ap6s administracdo intrahipocampal de acido ocadaico, inibidor
de fosfatases, em ratos, sugerindo a participacdo destas enzimas na
modulacdo da atividade da GS. Sendo assim, a reducdo da funcdo da
GS, concomitante com a reducdo da capacidade antioxidante, esta
provavelmente associada com a excitotoxicidade mediada pelo
glutamato, o qual, a0 menos em parte, é responsavel pela sobrecarga de
Ca®" celular (CASTEGNA et al., 2011).

Além da GS, também apresentaram-se alteradas as atividades
das aminotransferases ALT e AST. Segundo Zigmond e colaboradores
(1999), mudancas na atividade de enzimas que convertem a-
cetoglutarato em glutamato ou succinil-CoA, podem afetar a eficacia do
ciclo de Krebs ou os niveis de glutamato intracelulares. As enzimas
AST e ALT estdo presentes tanto no citosol quanto na mitocéndria,
sendo que a ALT esta envolvida na sintese do neurotransmissor
glutamato em neurdnios glutamatérgicos (DESAI; DESAI, 2008). Sendo
assim, a modulacéo na atividade das aminotransferases apds exposicéo
ao Roundup® pode afetar a disponibilidade de glutamato nas células
neurais.

Nos experimentos in vitro as duas enzimas apresentaram uma
atividade diminuida ap6s tratamento com Roundup®. O mesmo foi
observado por Caglar e Kolonkaya (2008) nos niveis destas enzimas no
soro de ratos tratados com Roundup® numa dose de 56 a 560 mg/kg
durante 5 a 13 semanas. Entretanto, em nossos resultados obtidos com
modelo in vivo, apenas a ALT teve atividade diminuida, ao contrério, a
aspartato teve um aumento de sua atividade. No estudo de Cavusoglu et
al. (2011), apos tratamento com uma dose intraperitoneal de 50 mg/kg
de Roundup® em camundongos Swiss Albinos, 0s niveis de ALT/AST
séricos foram aumentados. Os autores sugerem que o tempo de
exposicdo ao Roundup® é um fator determinante na modulacdo da
atividade destas enzimas, podendo desencadear tanto o estimulo quanto
a inibicdo das aminotransferases.

O sistema A de transporte de aminoacidos neutros é a principal
via envolvida na captagdo de glutamina dentro dos neurénios
(KANAMORI; ROSS, 2004; JENSTAD et al., 2009) e serve como um
controle para manter o equilibrio glutamina/glutamato dentro dos
neurbnios e dos astrocitos. Esse transporte foi estimulado apds
exposicdo ao Roundup®, tal como demonstrado pelo aumento no
actimulo de **C-MeAIB observado no hipocampo de ratos tratados com
0 herbicida, o que pode estar contribuindo com a maior entrada de
glutamina nos neurdnios podendo levar a formagdo de glutamato no
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interior dessas células. Morken et al. (2013) demonstraram recentemente
gue a transferéncia de glutamato a partir de neurénios para astrocitos foi
muito mais baixa no cérebro de rato neonatal do que em um adulto,
enquanto que a transferéncia de glutamina a partir de astrdcitos para
neurdnios glutamatérgicos era relativamente mais elevada.

A geragdo de EROs leva a uma alteracdo nos mecanismos
antioxidantes presentes no organismo, bem como uma mudanga
significativa em sistemas de enzimas antioxidantes (ASTIZ; ALANIZ;
MARRA, 2009; ABDOLLAHI et al., 2004). GSH é o componente mais
importante nos processos de defesa contra toxicidade de xenobidticos e
componentes oxidantes a qual as células sdo expostas diariamente. O
metabolismo normal requer constante e rapido reabastecimento de GSH,
0 qual ¢ realizado através tanto da reducdo da GSSG quanto da sintese
de novo (DICKINSON; FORMAN, 2002a).

Nossos resultados demonstraram uma diminuigdo nos niveis de
GSH, tanto nos modelos in vivo quanto in vitro, sugerindo a indugdo de
estresse oxidativo. Segundo Dickinson e Forman (2002b) a deplegéo de
GSH pode ser resultante de reagdes de conjugacdo via glutationa S-
transferase, ou pela formacdo de GSSG via aumento na producdo de
H,0, e da atividade da glutationa peroxidase. Além disso, a inibicdo da
captacdo de glutamato dependente de Na’, ou inibicdo do trocador
cistina/glutamato resultam na deplecdo de glutationa e aumento no
estresse oxidativo, sugerindo também um efeito téxico do glutamato
(TSAI et al., 1996; MICHAELIS, 1998; MCBEAN; FLYNN, 2001; KOGA et
al., 2011). Neste contexto, Hultberg (2007) demonstrou que elevadas
concentracOes extracelulares de glutamato inibem competitivamente o
trocador cistina/glutamato levando a deplecdo de glutationa e morte
celular em células de glioma e em macrdfagos.

El-Demerdash (2011) relata deplecdo nos niveis de GSH em
homogenato de cérebro de ratos tratados com um inseticida de amplo
espectro, composto de uma mistura de organofosforados e piretroides. O
autor também verificou um aumento significativo nos niveis de TBARS.
Esses resultados corroboram a diminui¢do do contetdo de GSH e o
aumento dos niveis de TBARS induzidos por Roundup® em hipocampo
de ratos imaturos. A peroxidacdo lipidica & um processo que envolve a
reducdo da integridade da membrana, podendo alterar diversas funcdes
bioldgicas e contribuindo significativamente para o desenvolvimento
das disfuncdes neurais observadas apds exposicao a pesticidas.

El-Shenawy (2009) demonstrou uma deplecdo tempo-
dependente nos niveis de GSH e inducdo de estresse oxidativo via
lipoperoxidacdo no figado de ratos tratados intraperitonealmente com
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uma dose sub-letal de Roundup® (269,9 mg/Kg) ou glifosato (134,95
mg/kg) a cada 2 dias, durante 2 semanas. Exposicdo oral a 1% de
glifosato também causou lipoperoxidacdo no soro materno e no figado
de ratas gravidas, assim como nos fetos aos 21 dias de gestacdo
(BEURET, ZIRULNIK; GIMENEZ, 2005). Os resultados sugerem que a
excessiva inducdo da lipoperoxidagdo apds ingestdo de glifosato leva a
uma sobrecarga nos sistemas antioxidantes materno e fetal. Cattaneo et
al. (2011) demonstraram que a exposi¢cdo a uma formulacdo de glifosato
por 96 horas em diferentes concentracdes provoca aumento nos niveis
de TBARS, indicando peroxidacao lipidica, em peixes Cyprinus carpio.
Estes dados estdo de acordo com nossos resultados obtidos em
hipocampo de ratos. Além disso, Gehin, Guyon e Nicod (2006)
observaram uma diminuicdo significativa de glutationa nos
gueratindcitos humanos, ap6s tratamento com uma alta concentracdo de
glifosato (10 mM).

Considerando-se a importancia da GSH para a funcdo das
células neurais, investigou-se a atividade de duas enzimas chaves nos
processos de regeneracdo da mesma, a G6PD e a y-GT. O Roundup®
causa diminuicdo na funcdo do citocromo P450, da GST e da G6PD,
enzimas fundamentais para o processamento de toxicantes no corpo (EL-
SHENAWY, 2009). Nossos resultados demonstraram inibi¢do na
atividade da G6PD hipocampal em ratos expostos tanto in vivo quanto in
vitro ao Roundup®. Deficiéncia na atividade desta enzima esta
relacionada a eventos oxidativos levando a alteragbes nas rotas de
sinalizag8o celular, desenvolvimento embrionario anormal e aumento na
susceptibilidade a infeccGes virais e a doencgas neurodegenerativas (HO;
CHENG; CHIU, 2007). Dessa forma, os resultados demonstrando
diminuicdo na atividade da G6PD corroboram o desencadeamento de
possiveis eventos oxidativos no sistema nervoso que podem estar
relacionados a deplecdo de GSH encontrada.

Neste contexto, a inibi¢do da y-GT observada apds a exposi¢éo
in vitro com Roundup® também pode desencadear a deplecdo de GSH
intracelular, considerando-se que esta enzima é responsavel pela
degradagdo extracelular da GSH o que aumenta a disponibilidade de
aminoacidos para serem captados pela célula e reutilizados na sintese de
novo de GSH (DICKINSON; FORMAN, 2002a; ZHANG; FORMAN; CHOI,
2005). Entretanto, o tratamento in vivo com Roundup® induziu a
atividade da y-GT. A elevada atividade enzimatica pode estar associada
a um maior “turnover” da glutationa e/ou indugdo de estresse oxidativo
neste tecido. Os mecanismos envolvidos nas respostas opostas obtidas
nos diferentes modelos experimentais ndo sdo conhecidos. Entretanto, a
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exposicdo cronica ao Roundup® desde o periodo gestacional pode estar
alterando a expressdo desta enzima na tentativa de restaurar a sintese de
novo de GSH nas células neurais. A expressdo da y-GT é afetada por
muitos fatores fisioldgicos e patoldgicos. Recentemente, tem sido
demonstrado que a expressdo da y-GT pode ser aumentada mediante a
exposicdo a oxidantes, como uma resposta adaptativa para proteger
contra o estresse oxidativo esta enzima facilita a recuperacéo da cisteina
da GSH extracelular e exportacdo de GSH S-conjugados (ZHANG;
FORMAN, 2009).

Estresse oxidativo, alteragbes na sinalizagdo celular e
excitotoxicidade sdo eventos classicos em diversas doencas que
acometem o SNC. E descrita também uma importante correlagéo entre
exposicdo ocupacional a pesticidas e desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como as doencas de Parkinson (WANG et al., 2006) e
de Alzheimer (HAYDEN et al., 2010), entre outras. Com o intuito de
compreender as vias de sinalizacdo envolvidas nas alteracGes neurais
induzidas pela exposicao crénica ao Roundup®, investigou-se a possivel
ativagdo das vias das MAPKs, da Akt e da GSK3p em hipocampo de
ratos imaturos. Os resultados indicaram que o pesticida induziu a
ativacdo/fosforilacdo da ERK1/2, INK1/2, Akt e GSK3f, demonstrando
claramente que o Roundup® leva a modulagéo de vias de transducédo de
sinais e, consequentemente, a importantes alteragcbes neurogquimicas no
cérebro dos animais expostos.

De acordo com Fuster-Matanzo e colaboradores (2011)
desregulagdo da GSK-3B tem sido associada a varias condi¢Oes
neuropatolégicas, incluindo transtorno de humor, esquizofrenia, doenca
de Huntington e doenca de Alzheimer. Em sua pesquisa, 0s autores
demonstraram que aumento nos niveis de GSK3f induz uma perda
neuronal no giro denteado do hipocampo dorsal, refor¢cando assim a
hipo6tese que a GSK3p contribui com a neurodegeneragao.

Superexpressido de GSK3p em camundongos transgénicos induz
déficits de aprendizagem e algumas caracteristicas associadas com a
doenca de Alzheimer, incluindo a atrofia do giro denteado (DG)
(SIREROL-PIQUER et al., 2011). GSK3p fosforila a proteina tau e
contribui para hiperfosforilagdo desta seguida pela formagdo de
emaranhados neurofibrilares, apoptose neuronal e disfuncdo sinéptica
(LY etal., 2013).

Cheng e colaboradores (2010) investigaram o papel da
Sinvastatina e seus efeitos sobre a via Akt/GSK-33 apds hemorragia
subaracndidea experimental (SAH). Os resultados do estudo sugeriram
que a sinvastatina melhora leséo cerebral aguda ap6s SAH través da
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ativacdo da via Akt/GSK3p. Segundo Endo e colaboradores (2006) a via
da  Akt/GSK3B  desempenha um  papel importante na
morte/sobrevivéncia celular ap6s uma variedade de estimulos. Eles
sugerem que esta via pode estar envolvida na sobrevivéncia neuronal em
lesdo cerebral aguda apds hemorragia subaracnéidea (SAH), ja que a
fosforilagdo da Akt e GSK3p estava aumentada apés a SAH e uma
reducdo em sua fosforilagdo aumentou a leséo cerebral apés SAH.

JNK sdo importantes cinases que respondem a estresse e que
sdo ativadas por diferentes formas de ofensas, incluindo isquemia.
Ativacdo desta via precede a morte celular por apoptose e inflamacéo
em muitos tipos de células. Wang e colaboradores (2012)
demonstraram, apos estudos in vivo, que ocorre a ativagdo precoce e
duradoura de JNK apds a isquemia cerebral.

Algumas das principais vias de sinalizacdo ativadas por uma
lesdo oxidante incluem cascatas de sinalizacdo das MAPKs (ERK, JNK
e MAPK p38), via fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K/Akt), fator nuclear
(NF)-kB, bem como p53. Destes, a ativacdo p53, JNK e p38 é mais
frequentemente associada a apoptose apos lesdo oxidante, ao passo que
a ativacdo da ERK e da PI3K/Akt promove a sobrevivéncia celular.
Envolvimento da via JNK na morte celular foi observado anteriormente
em células granulares cerebelares maduras ap6s a deplecdo de potéssio
ou perda de potéssio. Os autores citam que a ativagdo de JNK pode ser
mediada pela producdo de EROs (BERNTSEN et al., 2013). A ativagdo
desta via através da producdo de EROs pode também ser um possivel
mecanismo de a¢do para a indugdo de morte celular apds uma exposi¢do
ao Roundup®.

Ativacdo aberrante de JNK é implicada na patogénese da
doenca de Alzheimer. Inibicdo farmacoldgica da JNK foi demonstrada
por atenuar a ativacdo da microglia e a liberacdo de produtos quimicos
neurotéxicos incluindo citocinas pré-inflamatdrias. As INKs (JNK1, 2, e
3) sdo conhecidos como reguladores do gene de transcricdo que tem
papel importante na morte neuronal associada com doencas
neurodegenerativas (MEHAN et al., 2011).

Nossos resultados mostraram que a associagido NMDA/Gly,
assim como o Roundup®, diminuiu a atividade da y-GT. Além disso, 0
antagonista do receptor glutamatérgico do tipo NMDA (AP-5) preveniu
o efeito do Roundup® sobre a atividade da y-GT. Estes dados indicam
que a ativacdo dos receptores NMDA participa ativamente no
mecanismo de toxicidade do pesticida sobre o SNC. Além disso,
demonstramos que os CCDV, bem como o receptor NDMA, contribuem
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para a toxicidade ocasionada pelo Roundup® ja que quando inibidos, o
influxo de calcio é revertido.

Também foi estudada a participacdo das vias de sinalizacdo da
CaMKII, ERK, PKC, PKA e PLC na modulacéo do influxo de **Ca®*
estimulado por Roundup®. Interessantemente, apesar da CaMKIIl ndo
estar envolvida no mecanismo de a¢do do Roundup® sobre a atividade
da y-GT, observou-se que esta cinase estd intimamente relacionada ao
influxo de Ca?* induzido por Roundup® via receptores NMDA e/ou
CCDV-L em células hipocampais. Devido ao seu proeminente papel na
sinalizacdo neuronal do Ca®*, a CaMKIl pode contribuir com a
neurodegeneracdo excitotoxica (ASHPOLE; HUDMON, 2011).

Além da CaMKII, também demonstrou-se a participacdo da via
da ERK/MAPK na captacdo de “°Ca’" desencadeada pelo herbicida.
Entretanto, a PKA ndo estad envolvida no mecanismo do Roundup®,
enquanto a via PLC/PKC parece desempenhar uma participacéo parcial
na entrada de Ca?*, considerando-se que tanto a incubacdo dos
inibidores desta via ou do Roundup® isoladamente, assim como a co-
incubacdo destes inibidores com o herbicida produziram -efeitos
semelhantes. Entretanto, os mecanismos envolvidos neste efeito ndo séo
conhecidos.

Dados emergentes de pesquisas pré-clinica e clinica sugerem um
desequilibrio do sistema de sinalizagdo da PKC em transtornos de
humor (SZABO et al., 2009; ABRIAL et al., 2011; ABRIAL et al., 2013).

Com base nos dados obtidos com esse trabalho, verificamos que
0 Roundup® desencadeia um processo de excitotoxicidade
glutamatérgica, via aumento da liberacdo do glutamato, diminuicdo da
sua captagdo, aumento no influxo de Ca**, diminuicdo da atividade das
enzimas relacionas com o metabolismo do glutamato, e diminuicdo do
antioxidante GSH, bem como de enzimas envolvidas em sua
regeneracao.

Este estudo tem rendido importantes achados quanto ao
mecanismo de a¢do do Roundup®, que suportam a hipotese de que os
mecanismos  envolvidos na toxicidade do Roundup® sdo
excitotoxicidade glutamatérgica, pois em hipocampos tratados com este
agrotoxicos, tanto in vitro quanto in vivo, foi demonstrado que este
diminui a captacdo de glutamato da fenda sinéptica, fazendo com que
ocorra uma superativacao de receptores glutamatérgicos ionotropicos da
classe NMDA com aumento do influxo de Ca®* desencadeando a morte
celular.

O conjunto dos resultados apresentados sugere fortemente a
participacdo do Ca?*, do sistema glutamatérgico e de estresse oxidativo
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no mecanismo de toxicidade do Roundup® sobre o hipocampo de ratos
imaturos. Os resultados também mostraram que a exposicdo ao
glifosato-Roundup® durante os periodos pré- e pdés-natal levou a
diminuicdo nos niveis de GSH, induziu a atividade da y-GT e inibiu da
G6PD no hipocampo de ratos imaturos, indicando provavel inducdo de
estresse oxidativo neste tecido. Estes dados, associados ao aumento no
influxo de Ca*, diminuicdo na captacio de glutamato e
ativacdo/fosforilacdo da ERK1/2, Akt, INK1/2 ¢ GSK3[ sugerem que o
pesticida apresenta diversas consequéncias sobre a fungdo do sistema
nervoso, que podem estar associadas, pelo menos em parte a elevada
prevaléncia de doengas neurolégicas nos agricultores ocupacionalmente
expostos. O mecanismo de toxicidade proposto para 0 Roundup® sobre
células de hipocampo de ratos imaturos esta representado na figura 27.

Figura 27 - Mecanismo de toxicidade proposto para 0 Roundup® sobre o
hipocampo de ratos imaturos.
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A formulagdo comercial do herbicida glifosato promove aumento da liberagéo e
diminuigdo da captagdo do aminoacido excitatério glutamato, levando a
ativacdo dos receptores glutamatérgicos, em especial o NMDA, com
consequente aumento no influxo de Ca®* e modulagdo de diferentes vias de
sinalizacdo celular. Estes processos parecem estar induzindo o fendbmeno de
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excitotoxicidade glutamatérgica, corroborado também pelas demais alteragdes
observadas no metabolismo de aminodcidos: inibicdo da glutamina sintetase,
modulagdo da AST e ALT, acimulo de aminoacidos neutros e indugdo de
estresse oxidativo.

Novos experimentos sd30 necessarios para esclarecer as
consequéncias destas alteragfes neuroquimicas e 0s mecanismos pelos
quais o glifosato atua sobre células neurais. O conhecimento dos alvos
de acdo para os agrotoxicos e de suas vias de sinalizacdo pode fornecer
futuramente alvos para intervencdo terapéutica, preventiva e/ou
diagndstica em prol da melhora na qualidade de vida dos individuos
expostos e na diminuicdo dos riscos de desenvolvimento de patologias
supostamente associadas a exposicdo cronica a pesticidas.
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6 CONCLUSOES

e A formulagdo comercial Roundup®, contendo o herbicida
glifosato, aumenta o influxo de Ca®* em fatias de hipocampo de ratos
imaturos, expostos tanto in vivo quanto in vitro ao agrotdxico,
acarretando em morte celular,;

e Os mecanismos envolvidos na captacio de Ca®* induzida pelo
Roundup® sdo dependentes da entrada deste ion via receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA e/ou CCDV-L;

e O Roundup® aumenta a liberagdo e diminui a captacdo do
neurotransmissor excitatério glutamato, induzindo, provavelmente o
fendmeno conhecido como excitotoxidade glutamatérgica em
hipocampo de ratos imaturos;

e O transporte de aminoacidos neutros via sistema A (alanina,
serina e glutamina), foi estimulado pela exposicdo aoc Roundup® em
hipocampo de ratos, conforme evidenciado pelo estudo utilizando o
aminoacido modelo *C-MeAIB;

e Além de alterar o transporte de aminoacidos, a exposicdo ao
pesticida Roundup® afetou o metabolismo do glutamato inibindo a
atividade da glutamina sintetase, assim como da ALT; entretanto, a AST
foi induzida apenas apds tratamento in vivo com o herbicida;

e A atividade da y-GT, enzima chave na regeneracdo da
glutationa, foi induzida apds exposicdo cronica ao Roundup®, enquanto
gue o tratamento in vitro com este pesticida resultou em inibicdo desta
enzima;

e A atividade da G6PD, enzima responsavel pela producdo de
NADPH para a redugdo da GSH, foi inibida pela exposi¢do aguda ou
cronica ao Roundup®;

e A inducdo de estresse oxidativo em hipocampo de ratos
imaturos foi confirmada através do aumento nos niveis de TBARS e da
redugdo nos niveis de GSH provocados por Roundup®;

e Os mecanismos de sinalizagcdo envolvidos na toxicidade do
Roundup® sobre o hipocampo séo dependentes da ativagdo das vias de
sinalizacdo dependentes de Ca?*, da PLC/PKC, MAPKs (ERK1/2 e
JNK1/2), CaMKII, Akt e GSK3p.



102



103

7 PERSPECTIVAS

Este estudo apresenta inUmeras perspectivas. Estamos
padronizando novas técnicas para avaliar o mecanismo de morte
neuronal, assim como pretendemos realizar a analise morfométrica em
hipocampo dos animais cronicamente expostos ao Roundup®. As
modificacdes no transporte e metabolismo de aminoacidos sugerem que
0 déficit energético pode estar envolvido no mecanismo de toxicidade
do Roundup®. Sendo assim, pretende-se melhor investigar a
participacdo de diferentes sistemas de defesa antioxidante, de enzimas
envolvidas no metabolismo energético celular, bem como a formacéo de
espécies reativas nos efeitos toxicos induzidos por Roundup® sobre 0
hipocampo de ratos em desenvolvimento.
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