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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos da exposicdo materna ao glifosato-
Roundup® em diferentes parametros bioquimicos em figado e soro de
ratos imaturos. Ratas Wistar prenhas foram expostas a 1% de
Roundup® (0,36% de glifosato) na agua de beber a partir do 5° dia
gestacional até os filhotes completarem 15 dias de idade, sendo que os
animais controles receberam apenas agua durante o mesmo periodo. Os
resultados obtidos demonstraram que a exposicdo cronica ao glifosato-
Roundup® diminuiu a massa do figado e aumentou o influxo de 4°Ca?*
no orgdo. A formulacdo comercial contendo glifosato foi capaz de
produzir espécies reativas de oxigénio (EROs) no figado dos filhotes. A
indugdo de estresse oxidativo no figado da prole foi confirmada pela
deplecdo de glutationa reduzida (GSH) e aumento na concentragdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e de carbonilacéo
de proteinas. Além disso, a exposicdo ao pesticida alterou o sistema de
defesa antioxidante enzimatico ao aumentar a atividade da catalase
(CAT), glutationa-redutase (GR), glutationa-S-transferase (GST) e y-
glutamil transferase (GGT), inibir a atividade da superdxido dismutase
(SOD) e da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), sem modificar a
atividade da glutationa-peroxidase (GPx) em figado de ratos imaturos. A
exposicdo crénica ao glifosato-Roundup® também estimulou a
atividade das aminotransferases hepaticas, alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). O aumento na concentracdo
de ferro hepatico e sérico, bem como na capacidade de ligacdo de ferro
sérico, juntamente com a diminuigdo na concentragdo de transferrina no
soro dos ratos indicaram acimulo de ferro total no corpo dos filhotes
expostos ao herbicida. Estes dados sugerem que o glifosato-Roundup®
pode induzir um processo de hemocromatose secundaria associada ao
aumento nas concentragdes de fons Fe?* levando, consequentemente, a
geracdo de EROs. Além disso, observou-se hepatotoxicidade induzida
por glifosato-Roundup® devido & elevagéo na atividade sérica da GGT,
ALT e AST, marcadores periféricos de dano ao figado. No entanto, a
morfologia hepatica ndo foi afetada pela exposicdo ao pesticida.
Acredita-se que isso ocorra devido a alta capacidade regenerativa do
figado. Os dados do presente estudo sugerem que a €xposicdo ao
Roundup® pode comprometer diferentes vias metabdlicas no figado,



induzir estresse oxidativo e hepatotoxicidade, sem alterar a morfologia
hepética.

Palavras-chave: Roundup®. Estresse oxidativo. Hepatotoxicidade.
Ferro.



ABSTRACT

This study investigated the effects of maternal exposure to glifosato-
Roundup® in different biochemical parameters in serum and liver of
immature rats. Female Wistar rats were exposed to 1% glyphosate-
Roundup® (0.36% glyphosate) in drinking water from gestation day 5
and continually up to lactation day 15. Experiments were carried out
with 15-day-old pups. Results showed that chronic exposure to
glyphosate-Roundup® decreased liver mass and increased “°Ca?* influx
in hepatic cells. The commercial formulation containing glyphosate was
able to cause reactive oxygen species (ROS) in the offspring liver.
Roundup® decreased the levels of reduced glutathione (GSH) and
increased the amounts of thiobarbituric reactive species (TBARS) and
protein carbonyl, characterizing oxidative damage. Also, exposure to the
pesticide stimulated the activity of catalase (CAT), glutathione reductase
(GR), glutathione-S-transferase (GST) and y-glutamyl transferase
(GGT), while the activities of superoxide-dismutase (SOD) and glucose-
6-phosphate dehydrogenase (G6PD) were inhibited without modifying
the activity of glutathione peroxidase (GPx) in pup liver. The chronic
exposure to glyphosate-Roundup® also led to the induction of hepatic
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
activities. Iron overload was demonstrated by its increased concentration
observed in hepatic tissue, as well as in serum from glyphosate-
Roundup® exposed animals, which was associated with the increased
total iron-binding capacity of serum and decreased serum transferrin
levels. These events increased the total amount of iron in the body of the
offspring, suggesting secondary hemochromatosis and, probably,
increased Fe?* ion concentration in the body of animals in such a way
this event might lead to the formation of ROS. Moreover, hepatotoxicity
was attested by the elevation in serum GGT, ALT and AST activities,
biomarkers of hepatic damage. However, the liver histology was
unaffected by pesticide exposure, probably due to the high regenerative
capacity of the liver. The data of this study suggest that exposure to
Roundup® might compromise different metabolic pathways in the liver,
inducing oxidative stress and hepatotoxicity, without changing the liver
histology.

Keywords: Roundup®. Oxidative stress. Hepatotoxicity. Iron.
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1 INTRODUCAO

As atividades agricolas séo realizadas pelo ser humano ha mais
de dez mil anos. Porém, o uso intensivo de defensivos agricolas iniciou-
se ap6s a 22 Guerra Mundial, onde as industrias quimicas que
abasteciam a inddstria bélica comegaram a incentivar o uso de
agrotéxicos na agricultura para eliminagdo de pragas e doengas nas
culturas. Assim, politicas foram implantadas no mundo todo para a
expansdo desse mercado (ANDRADES; GANIMI, 2007).

O Brasil é o maior consumidor mundial de agrotéxicos pelo
sétimo ano consecutivo. Desde 2011, o pais alcangou um namero
superior a quatrocentas mil toneladas de ingredientes ativos utilizados
por ano (ANVISA, 2012; IBAMA, 2014).

O uso exacerbado de agrotdxicos nos processos de producdo
agricola levou ao contato, direto ou indireto, do ser humano com os
agentes quimicos. Esse contato estd relacionado com a exposi¢éo
ocupacional, a ingestdo de produtos expostos aos agroquimicos e a
contaminacdo da biota de &reas proximas a plantag@es agricolas. Desse
modo, houve o desequilibrio do ecossistema, 0 qual causou o
desenvolvimento de diversas doencgas aos habitantes dessas regifes
(PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003; PERES et al., 2005).

A incidéncia de cancer de préstata, mama, ovario (KOIFMAN et
al.,, 2002), o desenvolvimento de doencas neuroldgicas, renais,
respiratorias e hepaticas (LONDRES, 2011) é maior em agricultores do
gue na populacdo geral, 0 que provavelmente esta associada a utilizagdo
crescente de agrotéxicos pelos mesmos. Dessa forma, as enfermidades
causadas pela exposicdo aos agroquimicos caracterizam um grande
problema de satde publica (RIO GRANDE DO SUL, 2008).

O figado é potencialmente suscetivel aos agrotoxicos, visto que é
0 primeiro 6rgédo a ter contato com a maioria dos xenobidticos, por ter a
funcgdo de detoxificar as substancias quimicas estranhas ao organismo, e
desse modo, a maior parte dos compostos quando metabolizados pelo
figado sdo inativados e excretados do corpo. No entanto, outros podem
ser convertidos em substancias potencialmente toxicas ao tecido
hepético; além do fato de que a formacao da bile e a sua movimentagdo
pelo trato gastrointestinal é capaz de concentrar os xenobi6ticos, uma
vez que essas substdncias podem ser reabsorvidas e transportadas
novamente para o figado, pela circulagdo hepatica, levando ao aumento
da concentracdo de xenobidticos no érgdo (HODGSON, 2010).

Roundup®, agrotéxico contendo glifosato como ingrediente
ativo, é o herbicida mais utilizado no Brasil e no mundo (MODESTO;
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MARTINEZ, 2010; B@NH et al., 2014). O uso intensivo de glifosato
nas lavouras esta associado ao seu baixo custo, ao facil acesso a compra
e por ser considerado ambientalmente seguro, devido a sua rapida
degradacdo no solo. Além disso, alguns estudos sugerem que o pesticida
ndo apresenta riscos & salde humana e animal devido ao mecanismo de
acdo proposto, onde o herbicida agiria inibindo a biossintese de
aminoacidos aromaticos, uma via bioquimica presente apenas em
plantas e alguns microrganismos (GIMSING et al., 2004;
POLLEGIONI; SCHONBRUNN; SIEHL, 2011; WILLIAMS;
WATSON; DESESSO, 2012). Por outro lado, diversos estudos tém
demonstrado o potencial efeito toxico de formulagdes herbicidas a base
de glifosato em diferentes sistemas bioldgicos, incluindo células de
placenta humana (BENACHOUR; SERALINI, 2009), embrides de
vertebrados (PAGANELLI et al., 2010), testiculos de ratos (DE LIZ
OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013) e células hipocampais (CATTANI
etal., 2014).

Embora o figado seja um dos principais 6rgdos afetados pelo
contato com 0s xenobidticos, pouco se sabe sobre os mecanismos
envolvidos nos efeitos dos agrotéxicos sobre o tecido hepéatico, bem
€omo no sangue periférico, em particular, de ratos imaturos expostos ao
glifosato-Roundup® durante a gestacdo e amamentacdo. Desse modo,
neste estudo se pretende demonstrar alteracfes provocadas pela
exposicdo materna a0 Roundup® sobre diferentes parametros
bioguimicos, morfolégicos e de dano oxidativo em figado e soro da
prole de ratos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar 0s mecanismos envolvidos na toxicidade, apos
exposicdo materna ao herbicida glifosato-Roundup® durante a gestacao
e aleitamento na inducdo de estresse oxidativo, assim como nas
alteracBes bioguimicas e morfoldgicas em tecido hepatico e sangue
periférico de ratos imaturos.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

—>Estudar as consequéncias da exposicdo ao Roundup® no
influxo de #°Ca?* em figado de ratos imaturos;

—>Verificar os efeitos do herbicida Roundup® nas concentracbes
de GSH, TBARS e proteina carbonilada em tecido hepatico;

- Investigar a possivel formacdo de EROs em figado de filhotes
expostos de forma crénica ao Roundup®;

—>Avaliar os efeitos do Roundup® na atividade das enzimas
envolvidas nas defesas antioxidantes, SOD, CAT, GPx, GR, G6PD,
GST e GGT em células hepaticas de ratos de 15 dias de idade;

—lInvestigar as consequéncias do pesticida na atividade das
aminotransferases (AST e ALT) em tecido hepatico;

->Verificar os possiveis efeitos hepatotdxicos de Roundup® ao
analisar a atividade da GGT, AST e ALT no soro de ratos imaturos;

—>Avaliar as consequéncias da exposicdo ao Roundup® na
concentracdo de ferro hepatico e ferro sérico em ratos de 15 dias de
idade;

—>Estudar os efeitos do Roundup® na capacidade de ligacéo total
de ferro, na concentracédo de transferrina e de proteinas totais em soro;

—>Investigar possiveis mudancas histolégicas no tecido hepético
dos ratos imaturos expostos aoc Roundup®.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
31 AGROTOXICOS

Nos dltimos anos houve uma enorme disseminacdo do uso de
agrotéxicos no Brasil. Desde 2008, o pais tornou-se 0 maior consumidor
mundial desses agroquimicos. As vendas globais dos agentes quimicos,
entre 2000 e 2010, cresceram 93%, enquanto as vendas brasileiras
avancaram 190% (ANVISA, 2012). Em 2010, o mercado nacional
movimentou cerca de US$ 7,3 bilhfes. Em 2011 houve um aumento de
16,3% das vendas, alcancando US$ 8,5 bilhdes, no ano seguinte, chegou
a US$ 9,7 bilhdes. E em 2013, o consumo de agrotdxicos alavancou em
18%, representando o valor de US$ 11,5 bilhdes (ANVISA, 2012;
SINDIVEG NEWS, 2014b).

Comercializaram-se  no Brasil 495.764,55 toneladas de
ingredientes ativos no ano de 2013, um aumento de 28,9% em
comparacdo a 2010, que obteve o uso de 384.501,28 toneladas
(IBAMA, 2014). O pais também é o maior importador de agrotdxicos do
mundo desde 2012 (FIOCRUZ, 2014), de modo que o territério nacional
adquiriu do exterior 22% (108.861,57 toneladas) dos ingredientes ativos
que consumiu em 2013. Entre 2010 e 2013, a importacéo cresceu 92%,
nimeros que justificam o Brasil estar nesse patamar internacional
(IBAMA, 2014).

As maiores concentragdes da utilizacdo de agroquimicos estdo em
regiGes brasileiras com elevada intensidade de monoculturas de soja,
milho, cana, citricos, algoddo e arroz. Nessas regides prevalece o
agronegocio (municipios da regido Centro-Oeste, Sudeste e Sul)
(BOMBARDI, 2011). Desse modo, o lider em aplicacdo de tecnologia
no campo em 2013 foi Mato Grosso (21%), sequido de Sdo Paulo (14%)
e Parana (12%). Esses trés estados juntos correspondem a quase metade
do consumo de agrotoxicos do pais (IBAMA, 2014; SINDIVEG NEWS,
2014b).

Na safra de 2013, no Brasil, foram plantados 66,4 milhdes de
hectares de lavoura temporaria (cultura com pequeno intervalo de
tempo, geralmente inferior a um ano, que ap6s a colheita € preciso
plantar novamente para produzir) e 8,1 milhdes de hectares de lavouras
permanente (culturas de longa duragdo, que permitem colheitas
sucessivas, sem necessidade de novo plantio), o que correspondem a
cerca de 74,5 milhGes de hectares utilizados para o plantio. Sendo que
cerca de 1 bilhdo de litros (produtos formulados) de agrotoxicos foram
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pulverizados nessas lavouras, com uma média de uso de 13,4 litros por
hectare (IBGE, 2010; IBGE, 2013; FIOCRUZ, 2014; IBAMA, 2014).

Com a aplicagéo exagerada de produtos quimicos nas lavouras, 0s
agrotéxicos contaminam o meio ambiente e as pessoas que vivem nele,
com severos impactos na salde publica relacionada a enfermidades e
intoxicacbes causadas pela exposicdo ao agente quimico aos
agricultores. Além de impactos na seguranga alimentar e nutricional da
populacdo por ingerir a 4gua e os alimentos contaminados (CARNEIRO
etal., 2012).

Segundo o Sistema Nacional de Informagdes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX), no ano de 2011, ocorreram no Brasil
11.106 intoxicacfes por agrotoxicos, que correspondem a cerca de 30,9
casos por dia ou um a cada aproximadamente 47 minutos. As principais
circunstancias de intoxicacbes eram tentativas de suicidio (41%),
acidente individual (38%) e ocupacional (12%). Nesse mesmo periodo,
146 individuos foram a &bito por contaminacdo promovida pelos
agentes quimicos, no qual a maior parte das pessoas tentou suicidio
(89%) (SINITOX, 2014).

Ainda, acredita-se que para cada notificagcdo de intoxicacdo por
agrotoxico, haja outros 50 casos n&o mencionados (ILO, 2005). E
importante salientar que uma grande vulnerabilidade do Brasil é a
subnotificacdo das intoxicagBes por agroquimicos, além da fragilidade
relacionada ao controle e monitoramento do uso dos compostos
guimicos em territorio nacional, sendo um aspecto importante a ser
considerado nos processos de registro e reavaliacdo desses produtos
(AUGUSTO et al., 2012).

Os agrotoxicos podem permanecer como residuos remanescentes
nos alimentos, sendo a ingestdo de alimentos contendo agentes quimicos
uma das principais vias de exposicdo humana a esses compostos
(MELLO, 1999). Segundo o Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA, 2012) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013), cerca de um terco (29%) dos
alimentos ingeridos diariamente pelos brasileiros estdo contaminados
por agrotdxicos. O alimento que mais continha residuos de agrotoxicos
acima do limite considerado aceitvel e/ou apresentava ingredientes
ativos ndo autorizados para determinado cultivo foi o morango (59%),
seguido do pepino (42%), abacaxi (41%), cenoura (33%) e laranja
(28%). Vale ressaltar que o pimentdo ndo foi analisado no ultimo
relatério do PARA, no entanto, foi o alimento com maior indice de
contaminacdo por agroquimicos nos Gltimos anos com 92% e 90% em
2010 e 2011, respectivamente.
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Parte dos agrotéxicos utilizados tém a capacidade de se dispersar
no ambiente e outra parte de se armazenar no organismo humano,
inclusive no leite materno. Os recém-nascidos se alimentam de leite
materno de forma quase Unica até o sexto més de vida, além de
apresentarem o sistema imunoldgico em formacao, assim a ingestdo de
leite contaminado pode prejudicar a satde dos mesmos (CARNEIRO et
al., 2012).

Uma pesquisa realizada pela Universidade Federal do Mato
Grosso, teve a finalidade de determinar a presenca de residuos de
agrotoxicos em amostras de leite materno de sessenta e duas maes
(n=62) residentes no municipio de Lucas do Rio Verde (MT), para isso
foram pesquisados dez agentes quimicos (trifluralina, -
Hexaclorociclohexano ou a-HCH, lindano, aldrim, deltametrina a-
endossulfam,  p,p’-diclorodifenildicloroetano-DDE,  B-endossulfa,
cipermetrina e p,p’-diclorodifeniltricloroetano-DDT). Sendo que em
todas as amostras estudadas foi encontrado ao menos um tipo de
agrotéxico (PALMAS, 2011).

Os produtos agroquimicos podem ter diferentes vias no ambiente.
Destacando-se a contaminacdo dos lencdis freaticos subterraneos por
agrotoxicos a partir de pulverizacdes aéreas, lixiviacdo da dgua e eroséo
dos solos (FILIZOLA et al., 2002). A contaminacdo também pode
acontecer de forma superficial, em virtude da intercomunicabilidade dos
sistemas hidricos, podendo alcancar areas distantes do local de aplicacdo
da substancia quimica. Logo, a contamina¢do de um sistema hidrico
pode afetar toda a populagdo abastecida pela dgua contaminada e nédo
apenas a populacéo residente na localidade (VEIGA et al., 2006).

De acordo com o Atlas de Saneamento e Salde do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), os municipios que
anunciaram polui¢do ou contaminacéo, por esgoto sanitario, residuos de
agrotéxicos e destinacdo inadequada de lixo, foram relatados como
responsaveis por 72% das incidéncias de poluicdo na captacdo em
mananciais superficiais, 54% em pocos profundos e 60% em pocos
rasos (IBGE, 2011).

Outro problema ambiental é a reutilizagdo, descarte ou destino
inadequado de embalagens vazias de agrotoxicos (PERES; MOREIRA,;
DUBOIS, 2003). Entre janeiro e abril de 2014, 14.630 toneladas de
embalagens vazias de defensivos agricolas encaminhadas foram
removidas do meio ambiente pelo Sistema Campo Limpo (programa
criado em 2002 para realizar a logistica reserva de embalagens vazias de
agrotéxicos no Brasil). Desde 2002 até abril de 2014, o programa ja



30

encaminhou cerca de 290 mil toneladas de embalagens para o destino
ambientalmente correto (SINDIVEG NEWS, 2014a).

No Brasil, o desconhecimento sobre 0 manejo adequado dos
produtos agroquimicos, 0 uso concomitante de varios deles utilizados
em larga escala e as condi¢cbes de vida do homem do campo,
demonstram a urgéncia na implementacdo de acdes que objetivem
avaliar o impacto dessas substancias sobre a salde e o ambiente, em
particular nas regibes com elevada atividade agricola (MEYER,
SARCINELLI, MOREIRA, 1999).

3.1.1 Herbicida glifosato-Roundup®

Glifosato é o principio ativo de alguns dos agrotoxicos mais
utilizados a nivel mundial (DUKE; POWLES, 2008). A molécula de
glifosato foi sintetizada pela primeira vez em 1950 como uma
substancia farmacéutica em potencial por Henri Martin de Cilag, mas a
sua atividade herbicida foi descoberta apenas em 1970 por John E.
Franz, cientista da Companhia Monsanto. Em 1974, o glifosato foi
patenteado pela Monsanto para uso como herbicida com o nome
comercial de Roundup® (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000;
DUKE; POWLES, 2008).

O glifosato pertence a classe dos organofosforados e ao grupo
guimico das glicinas substituidas, com o nome quimico de N-
(fosfonometil)glicina, possui massa molecular relativa de 169,07 g/mol.
Apresenta formula molecular CsHsNOsP e a sua formula estrutural é
demonstrada na Figura 1 (ANVISA, 2010; ANDRIGHETTI, 2011,
IARC MONOGRAPHS, 2015; MONSANTO, 2015).

Figura 1. Férmula estrutural do glifosato.
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Fonte: IARC MONOGRAPHS, 2015.
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O glifosato €é incolor, inodoro, sélido cristalino. Em razdo da
solubilidade do herbicida ser limitada em &gua-11,6 g/L a 25°C, ele é
formulado como um sal contendo acido de glifosato desprotonado e um
cation (isopropilamina, aménio ou sddio), tornando a substancia mais
hidrossoluvel. O glifosato € um herbicida sistémico, ndo seletivo, pos-
emergente e tem amplo espectro de acdo (IARC MONOGRAPHS,
2015).

Com uso agricola e ndo-agricola, o glifosato é largamente
utilizado (IARC MONOGRAPHS, 2015). No Brasil, o herbicida ¢
empregado em diversas culturas dentre elas tém-se a de café, cana-de-
acucar, arroz, soja, milho, trigo, feijdo, fumo, ameixa, banana, cacau,
macd, pera, péssego, uva, algoddo, mamado, citros, coco, nectarina,
pastagem, seringueira, pinus e eucalipto. (AMARANTE JUNIO et al.,
2002; ANVISA, 2010). O glifosato também é amplamente aplicado no
ambiente urbano e doméstico para o controle de ervas daninhas em
calcadas, jardins, parques e terrenos em geral (GUYTON et al., 2015).
Na Califérnia, uma pesquisa realizada com 246 familias, demonstrou
gue 14% dos domicilios possuiam pelo menos um produto contendo
glifosato (GUHA et al., 2013).

A acdo herbicida do glifosato é conferida pela sua capacidade em
impedir o crescimento de plantas a partir da interferéncia com a
producdo de aminoécidos aromaticos essenciais. O glifosato apresenta
como mecanismo de agdo a inibicdo de forma competitiva da 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), enzima da via do
chiquimato (Figura 2). A atividade da enzima EPSPS desempenha um
papel fundamental na producdo do intermediario corismato, necessario
para a biossintese dos aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e
triptofano (STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980; WILLIAMS; KROES;
MUNRO, 2000). A inibicdo na biossintese desses aminoacidos
ocasionada pelo glifosato afeta a sintese proteica levando a morte das
células vegetais (WILLIAMS; WATSON; DESESSO, 2012).
Considerando-se que essa via biossintética estd presente apenas em
plantas, bem como fungos e algumas bactérias (POLLEGIONI;
SCHONBRUNN; SIEHL, 2011), sugeriu-se que o uso do glifosato nas
lavouras seria seguro e inofensivo para os mamiferos, inclusive para 0s
seres humanos (WILLIAMS; WATSON; DESESSO, 2012). No entanto,
diversos estudos demonstram que a exposi¢do a herbicidas contendo
glifosato apresenta toxicidade para diversos tipos celulares de diferentes
espécies, incluindo células de placenta humana (BENACHOUR;
SERALINI, 2009), embrides de vertebrados (PAGANELLI et al., 2010),
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testiculos de ratos (DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013), células
hipocampais (CATTANI et al., 2014), entre outros.

Figura 2. Mecanismo de acéo do glifosato.
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A formulacdo Roundup® contém em sua composi¢do glifosato
(sal de isopropilamina de glifosato) como ingrediente ativo,
polioxietilamina (POEA) como surfactante predominante na férmula
comercial e outras substancias que sdo consideradas inertes, usadas para
auxiliar na estabilidade e penetracdo do pesticida na planta
(WILLIAMS, KROES; MUNRO, 2000; RELYEA, 2005).

Estudos tém demonstrado que a preparagdo comercial Roundup®
apresenta maior toxicidade em relacdo ao glifosato de grau analitico,
indicando que aditivos na formulacdo do Roundup® desempenham um
sinergismo na toxicidade do agrotoxico (BENACHOUR; SERALINI,
2009; MESNAGE, BERNAY; SERALINI, 2013; DE LIZ OLIVEIRA
CAVALLIl etal., 2013).

O glifosato é utilizado em mais de 750 diferentes herbicidas,
produzido por pelo menos 91 fabricantes distribuidos em 20 paises.
Além do glifosato ser registrado para uso em pelo menos 130 paises
(DILL et al., 2010; FARM CHEMICALS INTERNATIONAL, 2015;
GUYTON et al., 2015). Vale ressaltar que o Roundup® é o herbicida
mais utilizado no Brasil e no mundo (MODESTO; MARTINEZ, 2010;
B@NH et al., 2014; IARC MONOGRAPHS, 2015).

Dados do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) demonstram que o glifosato ficou em 1°
lugar dos principios ativos mais vendidos em territorio brasileiro entre
2010 e 2013. O herbicida representou mais de 30% da comercializagdo
total de agrotoxicos em cada um desses anos. Em 2013, foram
consumidos 185.956,13 toneladas de glifosato e seus sais, um aumento
de 39% em comparacdo ao ano de 2010, que teve um consumo de
134.117,29 toneladas (Figura 3) (IBAMA, 2014).

Com o surgimento das sementes transgénicas, acreditava-se que
as lavouras demandariam menor uso de agrotdxicos. Entretanto, houve
um consideravel aumento do uso dos mesmos. O elevado plantio de soja
transgénica em solos brasileiros tem sido o responsavel pelo uso
intensivo de glifosato e por um ndmero cada vez maior de ervas
daninhas resistentes ao produto, e, portanto, necessitando de mais
aplicagbes do herbicida nas culturas (DUKE; POWLES, 2008;
LONDRES, 2011).

A soja transgénica tolerante ao Roundup® representa mais de
50% de todos os transgénicos plantados em nivel mundial (LONDRES,
2011; BONNY, 2015). Essa soja foi registrada e comercializada, desde
1996, sob a marca Roundup Ready® (DUKE; POWLES, 2008). A soja
resistente ao glifosato foi geneticamente modificada, através da insercao
do gene CP4, que codifica uma forma mutante da enzima EPSPS
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presente na bactéria Agrobacterium sp., no genoma da planta. Assim, a
soja transgénica sintetiza os aminoacidos aromaticos, mesmo apos a
exposicdo de Roundup® (BRAKE; EVERSON, 2004; SHANER;
LINDENMEYER; OSTLIE; 2012). Dessa forma, nas culturas
transgénicas, resistentes ao glifosato (pds-emergentes), o herbicida pode
ser aplicado em grande quantidade com o objetivo de remover as ervas
daninhas, sem causar danos as plantacdes (POLLEGIONI;
SCHONBRUNN; SIEHL, 2011). Todavia, quanto mais agrotoxicos nas
lavouras, mais residuos nos alimentos. Assim, a Anvisa alterou o limite
de residuos de glifosato em soja de 0,2 partes por milhdo (ppm) para 10
ppm, ou seja, houve um aumento de 50 vezes em relagdo ao limite
inicial permitido (LONDRES, 2011). No entanto, a real contaminacao
dos animais e seres humanos por residuos de Roundup® em alimentos e
agua é deficientemente caracterizada (MESNAGE et al., 2015b).

Figura 3. Comparagdo entre o consumo total dos agrotoxicos e do herbicida
glifosato no Brasil (2010-2013).
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A figura representa uma expressao grafica dos dados compilados de consumo
total dos agroquimicos e do uso de glifosato em territorio nacional no periodo
de 2010 a 2013. Os dados apresentados foram obtidos da pagina da web do
IBAMA, disponivel em: http://www.ibama.gov.br/areas-tematicas-qa/relatorios-
de comercializacao-de-agrotoxicos/pagina-3

Fonte: do Autor.

Conforme a soja transgénica comecou a dominar o mercado
mundial, os precos das sementes geneticamente modificadas tiveram um
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acréscimo de 230%, comparagdo entre 0s anos de 2000 a 2010. Desse
modo, o valor da semente transgénica ficou relativamente elevado em
relacdo aos custos das sementes ndo transgénicas e organicas
(BENBROOK, 2009).

Porém, mesmo com a elevagdo dos pregos, 80% da produtividade
de soja no mundo foi a partir de sementes transgénicas no ano de 2014
(BONNY, 2015). No Brasil, cerca de 80% da soja produzida €
transgénica, resistente ao Roundup®. Nos Estados Unidos
aproximadamente 30 milhGes de hectares foram plantados em soja,
sendo que 93-94% dessa producdo foi a partir de soja Roundup® Ready.
Ja na Argentina, a semente transgénica correspondeu a quase 100% da
soja cultivada (CERDEIRA, et al., 2011; B@NH et al., 2014).

3.1.1.1 Efeitos deletérios da exposicao ao glifosato-Roundup® sobre a
salde humana e animal

IntoxicacBes agudas apds a ingestdo de formulacdes a base de
glifosato sdo observadas em casos acidentais ou suicidas. Zouaoui et al.
(2013) descreveram 13 casos de envenenamento por glifosato, entre
2002 e 2009, onde os sintomas mais comuns foram ulceragdes
orofaringeas, nauseas e vémitos, além de angustia respiratéria, arritmia
cardiaca, hipercalemia, insuficiéncia renal, toxicidade hepatica e
alteracdes no estado de consciéncia. Ja nos casos de 6bito os sintomas
comuns foram: choque cardiovascular, parada -cardiorrespiratoria,
perturbacdo hemodindmica, coagulagdo intravascular disseminada e
faléncia maltipla dos 6rgdos. O estudo também demonstrou a presenca
de glifosato no sangue dos individuos, sendo que as médias das
concentracBes sanguineas foram de 61 mg/L em casos leves a
moderados e 4146 mg/L em casos fatais. As situacbes de 6bito foram
associadas com a elevada dose tomada (500 mL/paciente). Desse modo,
mesmo com a baixa toxicidade do glifosato, nos casos de intoxicagdo
aguda, foram relatados danos graves a salde humana e até casos de
morte (SRIBANDITMONGKOL et al., 2012; ZOUAOUI et al., 2013).

Além disso, residuos de glifosato foram encontrados na urina da
populacdo urbana europeia. Das 182 amostras, foram quantificadas
concentracdes detectaveis de glifosato em 44% das amostras de urina.
Com um limite de quantificacdo de 0,15 pg/L, a amostragem obteve
uma concentracdo média de 0,21 pg/L de glifosato (valor maximo de
1,56 pg/L) (MLHB, 2013). Vale ressaltar que esses valores representam
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concentragles reais de glifosato em seres humanos que ndo estdo
diretamente expostos ao herbicida, mesmo que ainda ndo se possam
mensurar os efeitos sobre a salide desses individuos.

Pesquisadores tém demonstrado que a exposi¢cdo ao Roundup®
causa alteracGes bioldgicas resultando em: estresse oxidativo (GEHIN,
et al., 2006; EL-SHENAWY, 2009; LARSEN et al.,2012; DE LIZ
OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013), alteragéo no ciclo celular (MARC,
et al.,, 2002, 2003, 2004), na cadeia transportadora de -elétrons
(PEIXOTO, 2005), danos citogenéticos (LUEKEN et al., 2004;
MONROY et al., 2005; GASNIER et al., 2009; CLAIR et al., 2012),
danos as células hepaticas (BENEDETTI et al., 2004; CAGLAR;
KOLANKAYA, 2008; EL-SHENAWY, 2009; LARSEN et al., 2014;
MESNAGE et al., 2015a), desregulagdo endocrina (WALSH et al.,
2000; RICHARD et al., 2005; BENACHOUR et al., 2007; CLAIR et
al., 2012; DE LI1Z OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013), correlagdo com
doengas neurodegenerativas (ANADON et al., 2009; WANG et al.,
2011), excitotoxicidade glutamatérgica (CATTANI et al., 2014), fator
de risco para o linfoma N&o-Hodgkin (SCHINASI; LEON, 2014), para
0 autismo (NEVISON, 2014; SAMSEL; SENEFF, 2015), entre outros.

A toxicidade do Roundup® foi demonstrada pelos pesquisadores
Benachour e Seralini (2009) em trés diferentes tipos de células humanas.
Quatro formulagbes & base de glifosato foram testadas em células da
veia do corddo umbilical (HUVEC), células embrionarias renais (293) e
linhagem celular de placenta (JEG3). As concentragdes analisadas do
pesticida foram menores do que as recomendadas para 0 usO na
agricultura, sendo que todas as formulacdes de Roundup® promoveram
morte celular em um periodo de 24 horas. Os mecanismos de morte
celular foram a partir de necrose, com liberacdo de adenilato cinase
citostlica e apoptose, por ativacdo das caspases 3/7, fragmentagdo de
DNA, encolhimento nuclear (picnose) e fragmentagdo nuclear
(cariorrexe).

Além de efeitos toxicos em células humanas, Roundup®
apresenta potencial efeito teratogénico. Em 2003, Dallegrave e
colaboradores avaliaram a teratogenicidade do herbicida a base de
glifosato em ratos Wistar. As ratas gestantes foram tratadas com
glifosato em diferentes dosagens (500, 750 ou 1000 mg/kg) na &gua de
beber do 6° ao 15° dia de gravidez. No 21° dia foi realizada cesariana
nessas ratas e os resultados mostraram que 57,3% dos fetos
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apresentaram alteracBes esqueléticas ap6s o tratamento com a dosagem
mais elevada de glifosato.

Posteriormente, Paganelli et al. (2010) mostraram que embrides
de sapos (Xenopus laevis) tratados com uma diluicdo 1/5000 de
herbicida a base de glifosato apresentaram malformacdes embrionarias.
Além disso, concentragcdes um pouco maiores (1/3500 ou 1/4500) desse
agrotéxico também foram suficientes para induzir alteracdes em
embribes de galinha. Portanto, os efeitos do glifosato sobre os primeiros
mecanismos de morfogénese em embribes de vertebrados causam
preocupagdes quanto aos achados clinicos em neonatos de populacdes
expostas de forma ocupacional.

Além dos agricultores estarem expostos ao glifosato, a populacéo
no geral se expde de forma indireta ao agente quimico, através da
ingestdo de alimentos ou de &guas contaminadas. Mesmo porque em
ambito nacional, ndo ha limites legais estabelecidos para o glifosato em
aguas (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Um estudo demonstrou as consequéncias a salde de ratos
tratados com milho transgénico tolerante a0 Roundup® e/ou com agua
potavel contendo uma concentragdo > 0,1 partes por bilhdo (ppb) de
Roundup® (equivale a 50 ng/L de glifosato) durante 2 anos. Os
resultados revelaram patologias renais graves nos animais expostos ao
glifosato, a partir da alimentagcdo e/ou agua. As fémeas apresentaram
maior incidéncia de tumores mamarios, e o segundo 6rgdo com maiores
disfuncgdes foi a hipofise. Os machos possuiram aumento da congestdo
hepética e necrose, e aparecimento de tumores palpaveis a partir do 4°
més de tratamento. Também se observou diminui¢do na sobrevida dos
animais tratados de ambos os sexos (SERALINI et al., 2014). Os dados
mostram que a exposi¢do cronica ao Roundup® pode aumentar o risco
de desenvolvimento de cancer. Dessa forma, esses dados induzem a
reflexdo se glifosato seria mesmo seguro a salide humana e animal.

Recentemente, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Céncer (IARC), vinculada & Organizacdo Mundial de Salde, classificou
0 herbicida glifosato como provavelmente cancerigeno para os seres
humanos (Grupo 2A). Ou seja, existe uma evidéncia limitada de
carcinogenicidade em humanos e ha evidéncias suficientes de que o
glifosato pode causar cancer em animais de laboratério (GUYTON et
al., 2015).
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No Brasil, as formulagBes contendo glifosato sdo classificadas
pela Anvisa em classe toxicolégica IV (pouco toxico) e em classe de
periculosidade ambiental 111 (produto perigoso ao meio ambiente). Em
2008, a Anvisa determinou a reavaliacdo toxicoldgica dos produtos a
base de glifosato, em conjunto com a Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). A Fundago concluiu que as evidéncias eram insuficientes
para propor o banimento e indicou a necessidade de novos estudos.
Todavia, a Anvisa informou que diante da classificacdo do glifosato pela
IARC, a agéncia procedera com a analise do ingrediente ativo
(ANVISA, 2015).

3.1.1.2 Aco do glifosato-Roundup® no sistema hepatico

Muitos agentes quimicos podem induzir danos nos sistemas
bioldgicos, incluindo o figado, que é o principal local do organismo para
processos de biotransformacdo e detoxificacdo dessas substancias.
Inclusive, diversos estudos vém investigando os efeitos deletérios de
glifosato-Roundup® sobre as células hepaticas.

Daruich e colaboradores (2001) avaliaram as consequéncias da
exposicdo de 0,5% ou 1% glifosato na agua de beber em ratas prenhas a
partir da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase, isocitrato
desidrogenase e malato desidrogenase presentes no figado. Os
resultados demonstraram que a exposicdo ao agroquimico durante o
periodo gestacional induziu a uma variedade de anormalidades
funcionais na atividade enzimatica das ratas gravidas e de seus fetos.

Posteriormente, Benedetti et al. (2004) analisaram os efeitos
hepéaticos em ratos Wistar adultos ap6s o tratamento subcrdnico com
diferentes concentracdes de glifosato-Biocarb® diluidos em agua, e
demonstraram que baixas doses de glifosato ja promovem o
extravasamento de enzimas hepdticas intracelulares, alanina
aminotranferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), sugerindo
gue a exposicdo ao herbicida causa danos irrepardveis aos hepatécitos.
Outro estudo também observou que o tratamento subcrdnico com ratos
adultos a partir de altas e baixas doses de Roundup® levou a alteracbes
sobre a atividade da ALT, AST e LDH (lactato desidrogenase),
indicando toxicidade hepética induzida pelo herbicida (CAGLAR,;
KOLANKAYA, 2008).
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Como consequéncia da intoxicagdo hepatica, Roundup® pode
desencadear alteragdes na atividade de enzimas metabolizadoras de
xenobidticos, como as enzimas pertencentes ao sistema do citocromo
P450 (CYP). Asenzimas CYP1A1/2 e CYP3A foram inibidas em ratos
adultos do sexo masculino a partir de 0,7 ppm de glifosato dissolvidos
em agua, apos exposicdo de 90 dias (LARSEN et al., 2014). No entanto,
as mesmas enzimas CYP1Al1/2 e CYP3A tiveram suas atividades
aumentadas, apds ratos serem expostos por 2 anos a formulagdes a base
de glifosato em concentracdes tdo baixas quanto 0,1 ppb do herbicida na
4gua potavel (SERALINI et al., 2014).

Possiveis efeitos toxicos ao figado ap6s a exposicao ao glifosato e
suas formulagdes também j& foram relatados em peixes. O uso intensivo
de pesticidas na agricultura pode contaminar o habitat aquatico,
resultando em desequilibrio ecoldgico e podendo causar danos aos
organismos nao alvos, inclusive peixes de importancia comercial
(ORUC; SEVGILER; UNER, 2004).

Sinhorin e colaboradores (2014) investigaram as consequéncias
da exposi¢do aguda ao Roundup® sobre os biomarcadores de estresse
oxidativo e defesas antioxidantes em peixes (Pseudoplatystoma sp.).
Esses foram expostos a diferentes concentrac@es do herbicida (2,25, 4,5,
7,5 e 15 a.p mg.L™?) durante 96 horas. Os dados demonstraram aumento
na concentragcdo de MDA e de proteina carbonilada no figado, e uma
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes hepéaticas. Os autores
mencionam que TBARS e proteina carbonilada poderiam ser
marcadores de danos oxidativos precoces da exposicdo ao glifosato na
espécie de peixe estudada.

Apesar de estudos demonstrarem alteracbes em enzimas
hepéticas, apds a exposicdo ao glifosato-Roundup®, existem dados
controversos, além de poucos resultados demonstrando como o glifosato
pode induzir toxicidade sobre o tecido hepético de filhotes de ratos apds
exposicdo no periodo gestacional e lactacional.

3.2 FIGADO

O figado apresenta um espectro extraordinario de funces, ao ser
responsdvel por manter a homeostasia e as fungdes fisioldgicas do
organismo (MARONPOT et al., 2010). Anatomicamente, o figado é
divido em quatro lobos, tendo como base seu aspecto externo. Os dois
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lobos principais séo o direito e o0 esquerdo, na face anterior localiza-se o
lobo quadrado e situado na face posterior o lobo caudado (MISDRAJI,
2014).

A circulacdo sanguinea desse 6rgdo é composta de duas fontes:
25% do fluxo provém da artéria hepatica (enriquecido em oxigénio) e os
75% restantes da veia porta (rica em nutrientes) (ADAMS; EKSTEEN,
2006; COLNOT; PERRET, 2011). Desse modo, o figado pode controlar
quais substancias absorvidas pelo intestino irdo entrar e como entrardo
na circulacéo sisttmica (BARRIT; CHEN; RYCHKOV, 2008).

Do ponto de vista morfol6gico, o figado esté dividido em I6bulos
hexagonais, compostos por uma veia central (também denominada
vénula hepatica terminal), no centro de cada l6bulo e por triades portais
(ou tratos portais) em trés a seis cantos do lébulo (Figura 4). A triade
portal consiste em um ramo da vénula da veia porta, um ramo da
arteriola da artéria hepatica e um ducto biliar (TSUNG; GELLEL, 2011;
JAESCHKE, 2012).

Figura 4. Arquitetura hepatica microscopica.

Lobulo

Ramo da Veia Porta
Ramo da Artéria Hepatica

Ducto biliar ‘
Fonte: Adaptado de Kumar e colaboradores (2010).

A unidade funcional do figado é o acino. A base do acino é
formada por ramos terminais da veia porta e da artéria hepatica, que se
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estendem a partir da triade portal e na periferia do &cino encontra-se a
vénula hepética terminal. Os acinos séo divididos em trés zonas, essas
sdo distintas em relacdo ao gradiente de componentes sanguineos. A
zona 1 (zona periportal) é a mais préxima da entrada de sangue com alto
teor de oxigénio e rica em nutrientes, a zona 2 é a area intermediaria e a
zona 3 (zona perivenular) recebe sangue com baixas concentragdes de
oxigénio e poucos nutrientes, sendo adjacente a veia central (CV). Essa
heterogeneidade ao longo do &cino gera gradiente de funcdo metabdlica
e diversidade estrutural ao figado (KUNTZ; KUNTZ, 2008;
JAESCHKE, 2012; MISDRAJI, 2014).

A maior parte do figado é constituida por hepatdcitos ou células
parenquimatosas, essas células estdo dispostas radialmente a partir de
uma veia central com sinusoides separando as placas celulares (Figura
5). Os sinusoides sdo capilares que transportam o sangue a partir da veia
porta e da artéria hepatica para a veia central e sdo revestidos pelas
células endoteliais fenestradas, no limen sinusoidal estdo os macréfagos
hepaticos, denominados de células de Kupffer. Entre os hepatdcitos e as
células endoteliais hepaticas sinosoidais, situa-se um espaco, designado
de espago de Disse, onde se localizam as células estreladas (também
nomeadas de células do Ito) (ADAMS; EKSTEEN, 2006; MIZUGUCHI
et al., 2011, TSUNG; GELLEL, 2011; ROY-CHOWDHURY; ROY-
CHOWDHURY, 2014).

Os hepatdcitos comp8em 60% da populacdo de células hepaticas
e representam 80% do volume total do figado, essas células sédo
poliédricas e com cerca de 20-30 um de didametro. Os hepatdcitos
executam a maioria das funcdes exercidas pelo figado. Na microscopia
eletrénica as células hepaticas mostram-se com um nulcleo grande e
redondo, rico em organelas citoplasmaticas, incluindo reticulo
endoplasmatico liso e rugoso, e muitas mitocondrias, além de granulos
densos de glicogénio por todo o citoplasma (SOTO-GUTIERREZ;
NAVARRO-ALVAREZ, KOBAYASHI, 2011; ROY-CHOWDHURY;
ROY-CHOWDHURY, 2014).

As células epiteliais hepéticas apresentam como caracteristica
principal a presenca de fenestracfes (poros) por toda a célula, formando
uma lamina em peneira. Essas fenestragcbes possuem didmetro de 100
nm (seres humanos) e 160 nm (ratos). No entanto, o didmetro pode
variar, uma vez que quanto mais proximo o sinusoide da veia central,
maior o nimero de fenestracbes e menor o didmetro dos poros. A
presenca de frestas e a falta de membrana basal nas células epiteliais
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hepaticas permitem regular a permutacédo de fluidos e moléculas entre os
sinusoides e os hepatécitos (HUEBERT; SHAH, 2010; STOLZ, 2011;
JAESCHKE, 2012).

Figura 5. Estrurura tridimensional do 4cino hepatico.
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Fonte: Adaptado de Adams e Eksteen (2006).
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As células de Kupffer sdo os macrofagos residentes do figado,
constituem 80-90% da populagdo total de macréfagos presentes no
organismo. A funcdo primordial das células de Kupffer é a fagocitose,
sendo as primeiras células do sistema fagocitico a terem contato com
substancias antigénicas oriundas do trato gastrointestinal. Além disso,
essas células apresentam as fungdes de pinocitose; remocdo de toxinas,
antigenos, complexos anticorpo-antigeno e purinas; e também sdo fontes
de substéncias sinalizadoras (p.ex. citocinas e fatores de crescimento)
(KUNTZ; KUNTZ, 2008; STEIB; GERBES, 2010; ROY-
CHOWDHURY; ROY-CHOWDHURY, 2014).

As células estreladas hepéticas sdo também denominadas de
células do Ito, células armazenadoras de lipideos ou lipdcitos. Essas
células estdo envolvidas no metabolismo e armazenamento de retinoides
(vitamina A), e acumulam no seu citoplasma goticulas lipidicas ricas em
vitamina A. Ap6s um dano hepatico cronico, as células estreladas sao



43

ativadas em miofibroblastos. Desse modo, essas células eliminam
retinoides e suprarregulam a producdo de componentes da matriz
extracelular, como colageno, proteoglicanos e glicoproteinas de
aderéncia. A ativacgdo das células estreladas desempenha um importante
papel na fibrose hepéatica (KUNTZ; KUNTZ, 2008; MARRA et al.,
2010; ROY-CHOWDHURY; ROY-CHOWDHURY, 2014).

Além da diversificacdo celular, o figado exerce mdltiplas
funcbes, sendo a maioria realizada pelos hepatdcitos, e podem-se
destacar: metabolismo dos carboidratos (sintese de glicose;
armazenamento de glicogénio), metabolismo proteico (formagdo de
aminoacidos ndo essenciais; sintese de proteinas plasmaticas; albumina,
fibrinogénio, globulinas, fatores de coagulacdo; conversdo de aménia
em ureia), metabolismo lipidico (producdo de colesterol, fosfolipidios e
a maioria das lipoproteinas; oxidacdo de acidos graxos, conversdo do
excesso de carboidratos e proteinas em acidos graxos), armazenamento
de vitaminas (vitaminas lipossolaveis: A, D, E e K, &cido folico e
vitamina B1o;) e metais (ferro, na forma de ferritina e cobre), formacéo
da bile (importante na emulsificacdo dos lipideos pelos sais biliares),
excrecdo de bilirrubina (substdncia derivada da degradacdo da
hemoglobina), biotransformacéo de substancias enddgenas (hormdnios)
e xenobidticos (KUNTZ; KUNTZ, 2008; SOTO-GUTIERREZ;
NAVARRO-ALVAREZ, KOBAYASHI, 2011; APPLEGATE, 2012).

3.2.1 Biotransformacao de xenobidticos

O figado é o 6rgdo central na biotransformacdo de xenobidticos
do organismo. Roundup® é considerado um xenobi6tico por ser um
composto quimico estranho ao organismo. As principais funcfes
exercidas pelo figado podem ser modificadas pela exposi¢do de
substancias quimicas exodgenas, seja pela exposicdo aguda ou cronica.
Como efeito, as células hepéticas expostas a concentragdes significantes
de substancias exdgenas podem apresentar disfuncBes hepéticas e até
lesbes celulares (JAESCHKE, 2012). Desse modo, xenobiéticos podem
ser definidos com substancias potencialmente hepatotéxicas (KUNTZ;
KUNTZ, 2008).

O termo biotransformacéo frequentemente se refere a conversio
enzimatica de substancias hidrofébicas em metabdlitos hidrossollveis,
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tornando-as mais faceis de serem excretadas na bile ou urina. Contudo,
reacOes enzimaticas sdo capazes de transformar determinadas
substancias em espécies quimicas altamente reativas que podem induzir
dano tecidual indesejado. Isto demonstra que a detoxificacdo hepatica
ndo € igual para todas as substancias (APTE; KRISHNAMURTHY,
2011).

A maioria das enzimas biotransformadoras de xenobidticos do
figado localizam-se nos hepatécitos. Dessa forma, os hepatdcitos sdo o
foco dos sistemas de desintoxicacdo ndo s6 do figado, mas também de
todo o corpo. Sendo que a biotransformacdo dos compostos quimicos
exogenos ¢ dividida em fase | e fase Il (Figura 6). A fase | ou fase
inicial expdem ou inserem grupos polares (tais como -OH, -COOH, -SH
ou -NH>) na substancia hidrofébica, transformando-a mais hidrofilica
por meio de enzimas envolvidas em reacdes de oxidacdo, hidrolise e
reducdo (KUNTZ; KUNTZ, 2008; APTE; KRISHNAMURTHY, 2011).

No entanto, metabdlitos produzidos por reagdes oxidativas na
fase |, podem gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo
imensamente tdxicas aos hepatécitos (DiGIULIO et al., 1989). As EROs
podem ser neutralizadas pelo sistema antioxidante enzimatico ou ndo
enzimatico do figado e caso tenha um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes hepaticas e a producéo de espécies reativas de oxigénio é
possivel que haja estresse oxidativo com consequente lesdo celular e
tecidual (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Ja na fase Il, adiciona-se um residuo hidrofilico no metabolito
produzido na fase | por meio de conjugacdo com uma substancia
endogena catalisada por transferases especificas. As reacdes de
conjugacdo incluem glicuronidacdo, sulfatacdo, acetilagdo, metilacéo,
conjugacdo com aminoacidos e conjugacdo com glutationa (KUNTZ;
KUNTZ, 2008; APTE; KRISHNAMURTHY, 2011).

Acredita-se que a eliminagdo do Roundup® possa ser via
conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH) através da reacédo
catalisada pela glutationa-S-transferase (GST) para entdo detoxificar
esse xenobidtico. A GSH é o principal antioxidante ndo enzimatico do
organismo e o figado é o 6rgdo mais ativo em sua sintese. Além disso, o
figado é abundante na enzima GST (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

A GST é a enzima responsavel pela produgdo do conjugado
(GSH/xenobidtico) que posteriormente ira passar por diversos processos
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até finalmente o xenobiotico ser excretado pela bile ou urina (HUBER;
ALMEIDA; FATIMA, 2008). Pesquisadores demonstraram que a
exposicdo ao Roundup® em culturas de células humanas e em tecidos
de animais (como ratos e peixes) alteram a GSH e a enzima GST,
provavelmente como forma de detoxificacdo desse composto quimico
(GEHIN; GUYON; NICOD, 2006; EL-SHENAWY, 2009; MENEZES
etal., 2011).

Figura 6. Representacdo esquematica das fases de bhiotransformagéo.

Fase Il

Fase | [Conjugacéo]
|
|
Xenobiotico Metabdlito Derivado
Intermediario Excretado
Horstomes | OXdago | encae | Glicuronidagdo | ot ol
Redugdo *Hidrofilica Sulfatagéo
Hidrélise Acetilagdo / \
/ Metilagéo
: Conjugacao @ @
EROs -~ com Glutationa
Conjugacéo

com Aminoacido

Fonte: do Autor.
3.3 FUNQOES DAS AMINOTRANSFERASES NO FiIGADO

No figado, as aminotransferases sdo enzimas que desempenham
uma importante fungdo no metabolismo dos aminoacidos (BARBOSA
et al., 2010b). Essas enzimas catalisam rea¢Ges nas quais 0 grupo o-
amino de um aminoacido ¢é transferido para o a-cetoglutarato (a-CG),
produzindo o a-cetodcido correspondente ao aminoécido e L-glutamato.
Assim, 0 objetivo da transaminacao € coletar os grupos amino dos mais
diversos aminoacidos e formar apenas um, o L-glutamato (ADEVA et
al., 2012).

As reacOes de transaminacdo sdo reversiveis e dependendo do
estado energético da célula hepéatica (Figura 7) (COOPER, 2011), o
glutamato funciona como doador de grupos amino para vias de excre¢do
gue leva a eliminacdo de produtos nitrogenados (amonia) ou serve como
doador para vias biosintéticas (sintese de ureia) (FELIG, 1973;
COOPER, 2011).
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Figura 7. Representacdo esquematica do papel das aminotransferases no figado
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*Enzimas do ciclo da ureia.

Alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e glutamato
desidrogenase (GDH) catalisam reacOes reversiveis no figado. Portanto, essas
enzimas podem agir na sintese ou catabolismo de alanina e aspartato, conforme
a necessidade da célula hepatica (COOPER, 2011).

Fonte: do Autor.

A amdnia (NH3) em excesso, gerada pelos tecidos extra-hepaticos
é transportada para o figado para posteriormente ser convertida em ureia
e entdo eliminada pelos rins. Como a amdnia é muito toxica ao
organismo, a alanina tem papel central de transportador de grupos
aminos (NHs) em uma forma ndo tdxica dos tecidos periféricos ao
figado (FELIG, 1973).

O glutamato das células extra-hepéticas transfere seu grupo a-
amino para o piruvato originando a-cetoglutarato e alanina. A alanina
formada é transportada pelo sangue ao figado. Quando a alanina chega
aos hepatdcitos, a alanina aminotransferase (ALT) hepatica transfere o
grupo a-amino da alanina para o a-cetoglutarato, formando piruvato e
glutamato (ADEVA et al., 2012). Essa reagdo acontece ja que a amonia
ndo pode participar do ciclo da ureia diretamente a partir de qualquer
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aminoacido, mas pode ser doada pelo glutamato. Entdo, a enzima
glutamato desidrogenase (GDH) catalisa a desaminacdo do glutamato
em a-CG, removendo o grupo amino (NHs) do glutamato e liberando o
para o ciclo da ureia. Enquanto que o esqueleto carb6nico da alanina é
utilizado na sintese de glicose hepatica a partir do piruvato
(gliconeogénese) (FELIG, 1973; KUNTZ; KUNTZ, 2008).

A reacdo inversa ocorre quando existe a necessidade de um
determinado aminoacido para uma rota biosintética. Como no caso do
grupo a-amino do glutamato ser transferido ao oxaloacetato produzindo
a-cetoglutarato e aspartato, em uma reacdo catalisada pela aspartato
aminotransferase (AST) (ADEVA et al., 2012). O aspartato produzido
doa 0 grupo a-amino para o ciclo da ureia que acontece no figado, dessa
forma o aspartato atua como uma fonte de nitrogénio para sintese de
ureia, que sera excretada do organismo como um metabélito ndo toxico
(COOPER, 2011). Ja o a-CG produzido, pode ser oxidado no ciclo dos
acidos tricarboxilicas (TCA).

A alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase
(AST) sdo aminotransferases de interesse clinico. A ALT,
exclusivamente citoplasmatica e a AST, presente tanto na forma
mitocondrial quanto citoplasmatica, sdo enzimas muito ativas no figado
(VROON; ISRAILI, 1990). Assim, quando as aminotransferases séo
detectadas (com atividade aumentada) no soro tornam-se sugestivas de
lesbes no figado, uma vez que extravasam dos hepatécitos lesionados e
passam para a corrente sanguinea. Dessa forma, ALT e AST sdo
utilizadas na clinica como marcadores bioquimicos de danos hepaticos
(CAVUSOGLU et al., 2011).

3.4 CALCIO COMO UMA MOLECULA SINALIZADORA NO
TECIDO HEPATICO

Ca?* livre intracelular é um segundo mensageiro muito versatil
que regula uma grande variedade de fungBes em todos os tipos de
células e tecidos (BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000; AMAYA;
NATHANSON, 2013). Esse ion € responsavel pela conversdo de
estimulos externos em acBes especificas dando origem a respostas
bioldgicas importantes (ZAMONER et al., 2007).

A concentracdo de célcio livre no citosol das celulas é
normalmente muito baixa (~107 M); no entanto, a concentracdo no
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fluido extracelular (~10° M) e no limen do reticulo endoplasmatico
(RE) é alta. Desse modo, ha um elevado gradiente que tende a conduzir
0 Ca?* para o interior do citosol, através da membrana plasmatica, bem
como a partir da membrana do RE. O RE é a principal reserva de célcio
intracelular, ao passo que as mitocdndrias formam e decodificam sinais
celulares de Ca?*, liberando esse ion (ALBERTS et al., 2015).

O aumento na concentragdo de célcio intracelular ocorre via
canais de Ca?*, que estdo divididos em cinco subtipos: dependentes de
voltagem, operados pela proteina G, operados por receptores, operados
por segundos mensageiros e ativados pela liberacdo de Ca?
(RECASENS; VIGNES, 1995). Enquanto que ha pelo menos dois
mecanismos que bombeiam célcio para fora da célula, que sdo
denominados de bomba Ca?-ATPase e o trocador Na*/Ca%*, ambos
mecanismos vao contra um gradiente de concentracdo de calcio
(PETERSEN; PETERSEN; KASAI, 1994).

Muitas das funcdes do figado sdo reguladas por aumentos de Ca?*
intracelular. Isso inclui trafego vesicular e contracdo canalicular, os
quais sdo regulados por calcio citosdlico e participam do controle da
secrecdo biliar (AMAYA; NATHANSON, 2014); metabolismo
energético e da glicose ocorrem através da modulacdo da atividade
enzimatica reguladora, bem como por altera¢cdes na concentracdo de
Ca?* na matriz mitocondrial (BARTLETT et al., 2014); controle do ciclo
celular, inclui a modulagdo da transcri¢do de proteinas anti-apoptoticas e
pré-apoptéticas que regulam a proliferacdo e morte celular, os quais séo
regulados por Ca®* nuclear (RODRIGUES et al., 2007; AMAYA;
NATHANSON, 2013).

Dessa forma, embora o calcio seja fundamental a manutencéo da
vida, um aumento prolongado na concentracdo intracelular desse ion
induz a célula & morte (PRADO, 2001). De tal modo que a desregulacdo
nos mecanismos homeostaticos dependentes da concentragdo de calcio
podem levar a doencgas, como o carcinoma hepatocelular (tumor maligno
primario de figado) (BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000; AMAYA,;
NATHANSON, 2013).

Apds expor as principais funcdes do Ca?* nas células hepaticas,
alteragdes na concentracdo intracelular desse ion podem estar envolvidas
em mecanismos de toxicidade hepética de animais expostos ao
glifosato-Roundup®.
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3.5 ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre os
mecanismos oxidativos e 0s sistemas de defesa antioxidantes das células
(ZHU et al., 2012). Esse desequilibrio acontece quando as formas
reativas de oxigénio sdo produzidas mais rapidamente do que podem ser
neutralizadas pelos mecanismos antioxidantes (SIES, 1991) e/ou a partir
da diminuicdo das defesas antioxidantes. Tal processo pode levar a
danos de macromoléculas bioldgicas e a desregulacdo da fisiologia e do
metabolismo celular (TREVISAN et al., 2001). Essa condigdo pode
contribuir e/ou induzir ao aparecimento de problemas de salde
(MILLER; BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993).

O estresse oxidativo tem sido implicado em varias condicGes
patolégicas envolvendo doengas cardiovasculares, cancer, doencas
neurodegenerativas, diabetes, isquemia/reperfusdo, bem como no
processo de envelhecimento (DHALLA; TEMSAH; NETTICADAN,
2000; SAYRE; SMITH; PERRY, 2001; DALLE-DONNE et al., 2006;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além disso, estresse oxidativo
desempenha uma importante funcdo em muitas doencas relacionadas ao
figado. Em muitos casos, excessivo estresse oxidativo contribui para
achados patolégicos e progressao de doencas e serve como um indicador
de prognostico de doencas hepéticas (ZHU et al., 2012).

3.5.1 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio

Segundo Halliwell e Gutteridge (2007), radical livre (RL) é
gualquer atomo, molécula ou fragmento molecular contendo um ou mais
elétrons desemparelhados na Gltima camada eletrdnica. A presenca de
elétrons ndo emparelhados geralmente confere alta reatividade a esse
atomo ou molécula, além de possuir uma configuracdo quimica que o
torna instavel com tempo de meia-vida curto.

Os radicais livres, uma vez formados, reagem com outras
moléculas a partir de reacGes de oxi-reducdo com o intuito de estabilizar
a sua configuracdo eletronica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os
RL cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio sdo denominados espécies reativas de oxigénio (EROs) e
guando centrados nos atomos de nitrogénio sdo chamados de espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) (VISIOLI; BORSANI; GALLI; 2000),
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essas espécies representam a classe mais importante de radicais gerados
em sistemas vivos (VALKO et al., 2004).

As EROs estdo disseminadas em dois grupos, as radicalares,
dentre essas, as de maior interesse do ponto de vista bioldgico estdo o
radical anion superdxido (O2™), radical hidroxila (‘OH), radical
hidroperoxil (HOO") radical peroxil (ROO") e radical alcoxil (RO"); e as
ndo-radicalares, oxigénio singlete (*O.), peréxido de hidrogénio (H202)
e acido hipocloroso (HOCI). Dentre as ERNs radicalares estdo o 6xido
nitrico (NO") e o radical dioxido de nitrogénio (NO>’) e as espécies ndo
radicalares estdo os peroxinitritos (ONOO") (SANCHEZ, 2012).

EROs / ERNs tém a capacidade de apresentar um papel duplo em
sistemas bioldgicos, uma vez que podem ser prejudiciais ou benéficos
para o organismo (VALKO et al., 2004). Os efeitos benéficos de EROs
envolvem fungdes fisioldgicas em respostas celulares, como na defesa
contra agentes infecciosos e na fungdo de indmeros sistemas de
sinalizacdo celular. Além disso, baixas a moderadas concentracdes de
EROs podem induzir mutagdes em determinados genes para se adaptar
as mudancgas ambientais. Entretanto, altas concentragcdes de EROs séo
prejudiciais aos sistemas vivos, uma vez que induzem a lesdes de
células e tecidos normais (POLI et al., 2004; ZHU et al., 2012).

3.5.1.1 Mecanismo de geracao de espécies reativas de oxigénio

As EROs podem ser produzidas a partir de substancias exogenas
e endogenas. Dentre as fontes exdgenas tém-se: radiacBes ionizantes
(radiacdo ultravioleta, raios-X e raios gama), poluentes da atmosfera,
tabagismo e xenobidticos (VALKO et al., 2006; CASAS-GRAJALES;
MURIEL, 2015).

A formacdo de EROs enddgena ocorre principalmente na
mitocdndria, através dos produtos intermediarios da cadeia respiratoria,
pela reducdo incompleta do oxigénio a agua (INOUE et al., 2003). Na
mitocdndria, na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a
enzima citocromo oxidase remove um elétron de cada uma das quatro
moléculas reduzidas de citocromo ¢, oxidando-as e adicionam 0s quatro
elétrons ao oxigénio, promovendo a redugdo tetravalente do mesmo,
para formar agua. No entanto, 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas
mitocdndrias, sdo reduzidos de forma univalente e geram espécies
reativas de oxigénio, com producdo de anion superdxido (O2) e
peréxido de hidrogénio (H.O2) (KOURY; DONANGELO, 2003;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
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Outro mecanismo enddgeno de geracdo de espécies reativas é a
reacdo de EROs com metais de transicdo como o ferro e o cobre. Esses
fons sdo muito ativos em reagdes de oxido-reducdo. O ciclo redox
desses metais promove a reacdo de Fenton e Haber-Weiss (KOURY;
DONANGELO, 2003). Na reacdo de Fenton ocorre a geracdo de ‘OH,
por meio da reacdo do H.O. com esses ions, e na reacdo de Haber-
Weiss, esses ions catalisam a reacdo entre o H202 e 0 O2™, a fim de gerar
0 'OH (BARBOSA et al., 2010a). O "OH ¢ considerado o radical mais
reativo presente nos sistemas bioldgicos, sendo que ndo existem
sequestradores especificos in vivo para essa espécie radicalar
(SANCHEZ, 2012). O ferro é o metal pesado mais abundante no
organismo, o Fe®* é transportado no soro pela transferrina e armazenado
no tecido ligado a proteina apoferritina, e 0 conjunto proteina associado
ao ferro denomina-se ferritina (ANDREWS, 1999). Desse modo,
agentes redutores podem facilitar a reducéo de Fe3* ligado a proteina e
formar Fe?*, que esta biologicamente mais capacitado para catalisar as
reacdes de oxidacdo de biomoléculas do que o cobre (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

As espécies reativas também podem ser formadas a partir de
fagécitos ativados em reacdes inflamatérias, macréfagos (como as
células de Kupffer) e neutréfilos, os quais produzem EROs a partir das
enzimas NADPH oxidase e mieloperoxidase. Ou ainda, as EROs séao
produzidas através de reacBes bioquimicas de oxidacdo/reducéo
dependentes de Oy, sendo que diversas enzimas sao capazes de produzir
espécies parcialmente reduzidas de oxigénio com uma elevada
reatividade durante a catalise, dentre elas estdo: monoamino oxidase,
Xantina oxidase, ciclooxigenases e lipooxigenases, 6xido nitrico sintase,
aminoacido oxidases, orotato redutase e glicose oxidase (SANCHEZ,
2012).

3.6 DANO OXIDATIVO E O FIGADO

O figado tem papel central na homeostase metabdlica, por ser
responsavel pelo metabolismo, sintese, armazenamento e distribuicéo de
nutrientes (TAUB, 2004). Também é um importante local para a
formacdo de espécies reativas, uma vez que substancias endégenas ou
xenobidticos sdo metabolizados nesse érgao (WEBB; TWEDT, 2008).

Desse modo, em condigdes fisioldgicas as células hepaticas
funcionam para manter a producédo das espécies reativas em equilibrio e
assim evitar lesdo tecidual (ZHU et al., 2012). No entanto, em condicfes
patoldgicas a concentracdo de EROs aumenta e esse processo pode ser o
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mediador de danos nas estruturas celulares do figado, incluindo
oxidacdo de lipideos, proteinas e &cidos nucléicos (VALKO et al.,
2006). Danos oxidativos ao figado tém sido observados apds a
exposicdo de ratos ao xenobiético glifosato-Roundup® (SINHORIN et
al., 2014).

Os danos envolvendo a oxidagdo de lipideos sdo denominados de
lipoperoxidagdo (LPO) e podem ser definidos como uma cascata de
eventos bioquimicos resultantes da acdo de radicais livres sobre os
lipideos insaturados das membranas celulares (BENZIE, 1996). A LPO
resulta na formacdo de derivados toxicos, sendo um dos principais
produtos o malondialdeido (MDA) (GROTTO et al., 2007).

Concentracdo elevada de MDA serve como um indicador dos
possiveis danos a membrana das células (PARVEZ; RAISUDDIN,
2005). Além disso, MDA ¢ considerado mutagénico em células de
mamifero e carcinogénico em ratos (VALKO et al., 2007).

As espécies reativas também podem causar danos as proteinas, e
frequentemente é mensurado pelo aumento da concentracdo de proteinas
carboniladas (PARVEZ; RAISUDDIN, 2005). Grupos carbonil sao
introduzidos nas proteinas por diversas vias oxidativas (DALLE-
DONNE et al., 2006). Dessa forma, proteina carbonilada é utilizada
como um biomarcador de dano oxidativo (SANCHEZ, 2012).

Modificagcdes nas proteinas enddgenas por radicais livres ndo
somente resultam em prejuizo da funcdo celular, mas também excessiva
ativacdo do sistema imune, podendo levar a doengas autoimunes
(ORTONA et al., 2008). Diversas transducdes de sinais intracelulares
dependem da estrutura e funcdo normal das proteinas, e as EROs podem
oxidar os aminoacidos contidos nas enzimas, tornando-as inativas ou
antigénicas (WEBB; TWEDT, 2008).

Considerando a importancia de baixas concentracdes das espécies
reativas, alteracdes na concentracdo de EROs induzem danos a lipideos
e proteinas, sendo as modifica¢des das macromoléculas indicadoras de
progndstico de doencgas associadas ao figado.

3.7 MECANISMO DE DEFESA ANTIOXIDANTE NO TECIDO
HEPATICO

Antioxidante é definido como uma substancia que, quando
presente em baixas concentracbes em comparacdo a um substrato
oxidavel, atrasa ou evita significativamente a oxidacdo do mencionado
substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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Os antioxidantes podem agir por eliminar as espécies reativas ao
prevenir a sua geracdo ou ao reparar os danos causados pelos mesmos
(HALLIWELL, 1991). Desse modo, os efeitos nocivos das EROs e
ERNs sdo equilibrados pela acdo dos antioxidantes que envolvem
mecanismos enzimaticos e ndao enzimaticos (ZHU et al., 2012).

Entre as principais enzimas responsaveis pela defesa celular
destacam-se a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). A SOD estd em elevada concentracdo no
figado, sendo a primeira linha de defesa enzimatica. Essa enzima
catalisa a dismutacdo do radical anion superdxido (O2~) altamente
reativo em O, e em uma espécie menos reativa o H202, 0 qual pode ser
metabolizado pelas enzimas CAT ou GPx (MATES; PEREZ-GOMES;
NUNES DE CASTRO, 1999). Ambas as enzimas s3o abundantes no
tecido hepético em relagdo aos demais tecidos do organismo, no entanto,
a CAT apresenta maior atividade no figado do que a GPx
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A CAT catalisa diretamente a decomposicdo do H.O, em agua e
oxigénio molecular. Enquanto a GPx remove o H»O utilizando a
glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons. Dessa forma, GPx
reduz o H,O; a dgua ao oxidar duas moléculas de GSH e formar
glutationa oxidada (GSSG) (VALKO et al., 2006; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; PANDEY; RIZVI, 2010).

A GSH é o principal antioxidante ndo enzimatico da homeostase
intracelular redox e exibe numerosas funcGes verséateis (CHEN et al.,
2013). A glutationa é um tripeptideo, y-L-glutamil-L-cisteinilglicina,
formado por glutamato, cisteina e glicina, seu grupo ativo é representado
pelo tiol (-SH) do residuo de cisteina. A GSH é produzida em todos 0s
6rgéos, especialmente no figado. E um tiol ndo proteico de baixo peso
molecular, importante na defesa das células contra o estresse oxidativo
(OOKHTENS; KAPLOWITZ, 1998; WU et al., 2004).

As principais fungdes de protecdo da GSH ao combate de danos
oxidativos sdo: age como cofator de enzimas desintoxicantes, assim a
GSH pode conjugar uma variedade de compostos enddgenos e
xenobidticos, resultando na eliminacdo segura e eficiente dessas
substancias do organismo (RINALDI et al.,, 2002); participa do
transporte de aminoacidos através da membrana plasmatica (PASTORE
et al., 2003); elimina o radical hidroxila e oxigénio singlete diretamente
e desintoxica perdxido de hidrogénio e perdxidos lipidicos pela acéo
catalitica da enzima GPx (ARTHUR, 2000); por fim, GSH é capaz de
regenerar antioxidantes ndo enzimaticos exdgenos importantes, tais
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como vitaminas C e E, de volta as suas formas ativas (PASTORE et al.,
2003).

A capacidade de glutationa em regenerar 0s antioxidantes esta
relacionada com o estado redox do par glutationa reduzida e glutationa
oxidada (GSH/GSSG) (PASTORE et al., 2003). A taxa intracelular de
GSH/GSSG precisa continuamente se manter alta, uma vez que menos
de 0,5% se encontra como GSSG (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; SANCHEZ, 2012). Para isso, a GSSG pode ser secretada da
célula e degradada extracelularmente ou GSSG pode ser reduzida a GSH
pela acéo da enzima glutationa redutase (GR) utilizando NADPH como
doador de elétrons (MASELLA et al., 2005).

Quem fornece os equivalentes redutores (NADPH) para a
regeneracdo da GSH ¢é a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Essa
enzima estd presente em grandes quantidades nos eritrocitos e em
guantidades menores no figado. A G6PD participa da primeira reacdo na
via das pentoses fosfato, ao catalisar a oxidacdo de glicose-6-fosfato (G-
6-P) a 6-fosfogliconato e reduzir simultaneamente NADP* a NADPH
(ABD ELLAH; OKADA; YASUDA, 2007). Sob condicbes de
diminuicdo do fornecimento de NADPH, a funcéo antioxidante da GSH
fica prejudicada, uma vez que a glutationa ndo consegue ser regenerada,
cansando sérios danos ao metabolismo celular. Desse modo, a G6PD é
considerada uma enzima antioxidante coadjuvante (SLEKAR;
KOSMAN; CULOTTA, 1996).

Uma enzima que utiliza a GSH como cofator na detoxificagdo
hepética e excrecdo de xenobidticos e substancias enddgenas é a
glutationa-S-transferase  (GST) (WILCE; PARKER; 1994). Ela
compreende uma familia de enzimas multifuncionais e séo
particularmente ricas no figado (BOYER, 1989). A GST catalisa a
adicdo nucleofilica do tiol (-SH) da GSH aos grupos eletrofilicos de
compostos organicos (xenobidticos e compostos fisiol6gicos), o que
torna os produtos da reagcdo menos toxicos e mais solliveis em agua,
facilitando a excrecdo do organismo (WILCE; PARKER; 1994). No
entanto, em alguns casos os produtos sdo mais toxicos que a prépria
substancia inicial (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

A GST atua na estratégia de defesa celular em combate aos
xenobidticos. O conjugado GSH/xenobiotico formado apds a acdo da
GST é reconhecido por transportadores especificos e levado para o0 meio
extracelular. No meio extracelular esse conjugado é clivado pela acéo da
v-glutamil transferase (GGT) e dipeptidases presentes na porcao externa
da membrana celular. O glutamato e a glicina livres, derivados da
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degradacdo da GSH, podem ser reabsorvidos da célula e reutilizados na
sintese de novo da GSH (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

Ja o conjugado cisteina/xenobidtico restante pode ser conduzido
a circulacdo ou a bile. E dependendo das caracteristicas da porcao
derivada do xenobiotico, esse podera ser excretado na urina ou passara
por metabolizagdo para ser eliminado (HUBER; ALMEIDA; FATIMA,
2008). A GST pode ser utilizada como marcador de dano hepatico,
sendo mais significativa do que a ALT (ZHU et al., 2012).

A GGT é amplamente distribuida nos tecidos, especialmente no
figado e nos rins (WHITFIELD, 2001). Ela é a Unica enzima capaz de
iniciar a degradacdo da GSH extracelular, esse tripeptideo pode estar
conjugado ou ndo com xenobidticos. Portanto, GGT catalisa a
transferéncia do grupo y-glutamil da GSH para indmeros aminoacidos
ou peptideos (DROZDZ et al., 1998; ZHANG et al., 2005). Desse modo,
GGT desempenha uma importante funcdo na defesa antioxidante e na
detoxificacdo de xenobiéticos (ZHANG; FORMAN, 2009).

Elevadas concentracdes de GGT sérica estdo correlacionadas com
diabetes tipo 2, doenca cardiovascular, doenca renal crbnica e cancer
(FRASER et al., 2009; TARGHER, 2009). Além disso, atividade
aumentada da GGT no soro é usada na pratica clinica como indice de
lesdo hepatica (PRATT; KAPLAN, 2000).

A Figura 8 esquematiza resumidamente a geracdo das principais
EROs e 0s mecanismos de defesas antioxidantes envolvidos na indugdo
de estresse oxidativo, que podem estar envolvidas no mecanismo de
toxicidade de glifosato-Roundup® sobre o tecido hepatico. As EROs
(02 H202 e "OH) podem ser formadas em consequéncia da exposicao a
agentes quimicos (como o0s pesticidas), processos inflamatdrios,
radiacdo e por fontes enddgenas (como na respiragdo mitocondrial). O
O formado pode sofrer dismutacdo espontanea ou enzimatica, a partir
da atividade da SOD, gerando H;O, Essa espécie reativa pode ser
reduzida a H2O e O, via CAT ou GPx, sendo que essa Ultima utiliza a
GSH como doadora de elétrons, produzindo GSSG. A regeneracdo da
GSH é realizada pela GR as custas de NADPH que é disponibilizado
pela G6PD, enzima passo-limitante da via das pentoses fosfato. Outra
enzima importante € a GST, a qual catalisa a reacdo de conjugacdo da
GSH com o xenobidtico, protegendo a célula contra os efeitos tdxicos
do mesmo. J& a GGT esta envolvida na homeostase da GSH por meio da
remocao do residuo y-glutamil da GSH extracelular conjugada ou néo
com o xenobidtico. Sendo assim, a atividade da GGT aumenta a
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disponibilidade dos aminoacidos para sintese proteica e/ou para a sintese
de novo da GSH. E, caso as EROs sejam formadas mais rapidamente do
gue podem ser neutralizadas pelos mecanismos antioxidantes, pode
ocorrer acimulo de H2O; esse por sua vez reage com metais de
transicdo como Fe**/Cu* e gera o0 *OH levando a oxidacdo de lipideos,
proteinas e DNA.

Figura 8. Representacdo esquematica da formacdo das principais EROs e as
defesas antioxidantes combatendo as espécies reativas.

Glu-Cys-Gly Glu + Cys-Gly Cys + Gly
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Fonte: do Autor

Antioxidantes: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase (GR), glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PD); glutationa-S-transferase (GST); y-glutamil
transferase (GGT). Espécies reativas: radical anion superéxido (O27); perdxido
de hidrogénio (H20,); radical hidroxila (HO").
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4 HIPOTESE

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0
mecanismo de toxicidade induzida por glifosato em células hipocampais
(CATTANI et al., 2014) e testiculares (DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI
et al., 2013) de ratos em desenvolvimento envolvia a participacdo de
estresse oxidativo. Considerando-se estes achados, a hipotese do
presente estudo € de que a exposicdo materna ao glifosato-Roundup®
durante o periodo gestacional e lactacional levaria a um desequilibrio
entre a geracdo de EROs e os sistemas de detoxificacdo dessas espécies
acarretando em estresse oxidativo em figado de ratos imaturos. O
estresse oxidativo, acompanhado do aumento no influxo de calcio
intracelular, assim como da elevacdo nas enzimas marcadoras de dano
hepatico ocasionariam em hepatotoxicidade e, consequente, morte
celular. Neste estudo hipotetiza-se ainda que devido a alta capacidade
regenerativa do figado, este seja capaz de se recuperar dos danos
induzidos pelo pesticida. A Figura 9 representa esquematicamente 0s
possiveis alvos de toxicidade do pesticida Roundup® nas células
hepaéticas.

Figura 9. Possiveis alvos do Roundup® em figado de ratos imaturos.
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5 MATERIAIS E METODOS
51 REAGENTES

O Roundup® foi obtido da empresa Monsanto Company (St
Louis, MO, EUA). O célcio radioativo [*°Ca*']-CaCl, (atividade
especifica 321 KBg/mg Ca?*) foi adquirido da “Du Pont NEN Products”
(Boston, EUA), e o liquido de cintilacdo biodegradavel, obteve-se da
Optiphase Hisafe IIl da Perkin Elmer (S&o Paulo, SP, Brasil). Os
reagentes relacionados as determinagGes de biomarcadores de estresse
oxidativo foram adquiridos da marca Sigma (St. Louis, MO, EUA). Os
demais reagentes utilizados foram de grau analitico (P.A).

52 ANIMAIS

Ratas fémeas prenhas (linhagem Wistar) foram provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catariana. Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas e expostos a um ciclo
claro/escuro 12/12h em sala climatizada com temperatura em 21°C, com
ragdo e agua ad libitum. Todos os animais foram monitorados e
mantidos conforme as recomendagbes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). O protocolo de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
desta Universidade (CEUA/UFSC#PP00820). As fémeas gestantes
foram colocadas em caixas individuais, de modo que foi padronizado o
tamanho da ninhada em 8 filhotes por rata. O dia do parto foi definido
como dia 1 de vida dos filhotes, e o dia 15, foi o dia da eutanasia dos
animais.

53 TRATAMENTO COM ROUNDUP®

Ratas fémeas Wistar foram expostas a 1% de Roundup®
(equivale a 0,36% de glifosato) na &gua de beber (DARUICH;
ZIRULNIK; GIMENEZ, 2001; BEURET; ZIRULNIK; GIMENEZ,
2005; CATTANI et al., 2014) a partir do 5° dia gestacional e o
tratamento prosseguiu até os filhotes completarem 15 dias de idade, que
corresponde ao periodo imaturo de desenvolvimento. Os animais
controles receberam &gua durante o mesmo periodo. A concentragéo
escolhida para a exposicgdo in vivo foi apoiada na dosagem na qual ndo
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foram observados efeitos adversos para a toxicidade materna ao
glifosato, que foi de 1000 mg/kg de massa corporal/dia (WILLIAMS et
al., 2000). No dia do experimento, os filhotes foram eutanasiados por
decapitacdo e coletado o sangue e o figado. O sangue foi coletado sem
anticoagulante para obtencdo do soro. O figado, depois de removido foi
fatiado e homogeneizado em tampdes especificos dependendo da analise
bioguimica a ser executada. Todos 0s experimentos foram realizados
utilizando-se o lobo hepético esquerdo.

54 INFLUXO DE “Ca?*

Fatias de figado de ratos de 15 dias de idade expostos ou nao ao
Roundup® durante a gestacdo e lactacdo foram pré-incubadas em
tampdo HBSS (CaCl; 1,29mM, NaCl 136,9mM, KCI 5,36mM, MgSO4
0,65mM, NazHPO.) pH 7,4 por 15 min a 37°C. Apds, o0 meio foi trocado
por HBSS fresco com 0,1 pCi/mL “°Ca?* e o tecido incubado durante 30
min. Depois, o “°Ca?* extracelular foi totalmente lavado com uma
solucdo de cloreto de lantanio (NaCl 127,5 mM, KCI 4,6 mM, MgSO4
1,2 mM, HEPES 10 mM, Glicose 11 mM, LaClz; 10 mM) pH 7,3 a 2°C,
interrompendo o fluxo de célcio na preparagido (BATRA; SJOGREN,
1983). Apo6s 10 min, a solugdo de cloreto de lantanio foi removida e o
tecido foi homogeneizado em 250 uL. de NaOH 500 mM. Aliquotas de
100 puL do homogeneizado foram adicionados em liquido de cintilacdo
para a determinacdo da radioatividade, a qual foi realizada em
espectrdmetro de cintilagdo liquida (Modelo LS 6500, Multi-Porpose
Scintilation Counter-Beckman Coulter, Boston, USA). A concentracao
de proteinas totais foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951).
Os resultados foram expressos como pmol “Ca?*/mg proteina
(ZAMONER et al., 2007).

55 CONTEUDO DE GLUTATIONA REDUZIDA

A concentracdo de GSH foi determinada de acordo com Beutler e
colaboradores (1963), que tem por base a reagdo da GSH com o0 DTNB
(5,5’-ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico) formando um é&nion conjugado,
TNB (&cido 2-nitro-5-mercapto-benzéico) que pode ser detectado por
absorbancia e é proporcional a quantidade inicial de GSH (FORMAN;
ZHANG; RINNA, 2009). A concentracdo de GSH foi mensurada em
figado, seguindo o procedimento, acrescentou-se uma parte de amostra
em uma solucdo de acido tricloroacético 12% (TCA 12 %, 1:10, m/v).
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Apos, foi realizada a centrifugacdo das amostras em 5,000xg por 5 min,
entdo, adicionou-se 10 pL do sobrenadante em 190 pL de tampdo
fosfato 200 mM, pH 8,0. Posteriormente, foi acrescentado 20 pL de
DTNB 2,5 mM diluido em Citrato de Sodio 1%. A absorbancia foi
mensurada em 412 nm. O contetdo de GSH foi expresso em mmol/ug
proteina.

5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Analisou-se a atividade da enzima GGT e das transaminases
(ALT e AST) em sangue periférico ao utilizar o soro e em células
hepéticas, e determinou-se a atividade da G6PD em figado. O tecido foi
homogeneizado em tamp&o Tris-HCI 100 mM, pH 8,5 para a atividade
da GGT e em tampédo Tris-HCI 200 mM, pH 7,4 para mensurar a
atividade das transaminases e da G6PD. Aliquotas das amostras
hepéaticas foram usadas para verificar a concentracdo de proteina
(LOWRY etal., 1951).

5.6.1 vy -glutamil transferase (GGT)

A GGT foi determinada pela técnica modificada descrita por
Orlowsky e Meister (1963), que usa o L-y- glutamil-p-nitroanilida como
substrato e glicilglicina como molécula aceptora, com liberacdo de p-
nitroanilina, a qual é diazotada, gerando um composto final de cor rdsea.
A absorbancia do produto da reacdo pbéde ser medida em 530 nm. A
atividade da enzima foi expressa em U/L (soro) ou U/ug proteina
(tecido).

5.6.2 Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato
aminotransferase (AST)

A atividade das enzimas AST e ALT foi verificada a partir de
“kits” colorimétricos (Gold® Analisa). Na reacdo, a alanina
aminotransferase (ALT) catalisa a transferéncia do grupo amina do
substrato alanina para o cetoglutarato com formacgéo de glutamato e
piruvato. A aspartato aminotransferase (AST) catalisa a transferéncia do
grupo amina do substrato aspartato para o cetoglutarato com formagéo
de glutamato e oxaloacetato. Ambos, piruvato e oxalacetato reagem com
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a 2-4- dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire coloracéo
méaxima pela adi¢do de hidroxido de sodio. A intensidade de coloragdo é
proporcional a atividade enzimatica da amostra, 0 produto tem
absorbancia em 505 nm. Os resultados foram expressos em U/L (soro)
ou U/ug proteina (tecido).

5.6.3  Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

A G6PD foi mensurada a partir da reagdo, na qual a enzima na
presenca de NADP+ catalisa a oxidagdo de glicose-6-fosfato a 6-
fosfogliconato. O NADPH produzido foi quantificado de modo cinético
em um comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram
calculados pela avaliacdo do aumento da densidade dptica por minuto
(declinio) da amostra contra o "declinio” da atividade enzimatica do
padréo de G6PD. A atividade enzimatica foi expressa em U/ug proteina
(tecido).

5.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

Para verificar a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT,
GPx, GR, GST, bem como avaliar o dano a proteinas e lipideos como
marcadores de estresse oxidativo tecidual (proteina carbonilada-PC e
TBARYS), fatias de figado foram pesadas e homogeneizadas em solugdo
contendo tampéo fosfato de sédio 20 mM, pH 7,4, 0,1% Triton X-100 e
NaCl 150 mM, (1:20 m/v). Ap6s foi centrifugado (5,000xg durante 5
min) o homogeneizado hepatico, com o uso do sobrenadante.

5.7.1 Superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada conforme o método de Misra e
Fridovich (1972), modificado por Boveris e colaboradores (1983),
mediante a oxidacdo da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0)
gue produz o anion superéxido e um croméforo rosa, 0 adrenocromo, o
qual é mensurado em 480 nm. Aliquotas da amostra foram utilizadas a
fim de construir uma curva (5, 10, 15, 20, 40 uL), entdo se adicionou
g.s.p. para 200 pL de tampdo glicina 50 mM, pH 10,2. Apds, foram
acrescentados 5 pL de adrenalina 60 mM (pH em torno de 2,0), seguido
por leitura cinética durante 10 min. Curvas de 3 a 5 pontos permitiram
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avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Os valores de
SOD (USOD.g .min?t) foram expressos em termos de atividade da
enzima, onde uma unidade arbitraria de SOD é definida como a
guantidade de enzima necessaria para inibir 50% da velocidade de
formag&o do adrenocromo.

5.7.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada de acordo com a técnica de
Aebi (1984), que é fundamentada na velocidade de degradacdo do
peroxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio. 200 puL de uma
solucdo de H20; 30% (10 mM) preparada em tampéo fosfato 50 Mm,
pH, 7,0 foi adicionada em 5 pL de sobrenadante. Em seguida, foi
analisada a queda da absorbéncia em um comprimento de onda de 240
nm durante 5 min. Os valores foram expressos em mmol.g~t.min%.

5.7.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade GPx foi verificada usando o método descrito por
Flohé e Gunzler (1984). O método tem como base a reducéo de tert-butil
hidroperoxido (t-BuOOH) pela oxidacdo de GSH e formacdo de GSSG,
catalisado por GPx, e subsequente regeneracdo de GSH pela enzima GR
com oxidacdo de NADPH em 340 nm. Assim, a taxa de oxidagdo de
NADPH ¢ proporcional a atividade de GPx na amostra. Para execugao
do método, 200 uL de um meio de reagdo contendo tampéo fosfato 100
mM, pH 7,0; NADPH; &cido 2-etilenotriaminopentacético (DTPA) 5
mM; glutationa reduzida; glutationa redutase 5U; KCN 50 mM e agua
destilada foi acrescentado em 5 pL de sobrenadante, logo em seguida foi
adicionado 5 pL de t-BuOOH. A reacdo foi monitorada por leitura
cinética durante 3 min. A atividade enzimatica foi expressa em
umol.g~t.min™2.

5.7.4  Glutationa redutase (GR)

A GR foi determinada segundo o procedimento de Calberg e
Mannervik (1985), que mensura a taxa de oxidacdo de NADPH em 340
nm devido a formagdo de GSH, a partir de GSSG, pela acdo dessa
enzima presente na amostra. Para a realiza¢do da técnica, 200 uL. de um
meio de reacdo contendo tampédo fosfato 100 mM, pH 7,0; NADPH;
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DTPA 5 mM; glutationa oxidada e dgua destilada foi acrescentado em 5
pL de sobrenadante. A reagdo foi monitorada por leitura cinética durante
3 min. Os valores foram expressos em pmol.g~.min™t

5.7.5 Glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi mensurada segundo o método descrito
por Habig e colaboradores (1976). A reacdo tem como base a
capacidade da GST em conjugar GSH ao Xxenobiotico (substrato),
produzindo uma substancia detectavel em 340 nm, monitorada durante 3
minutos. Uma aliquota de 5 pL de sobrenadante foi acrescentada em
250 pL de tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0. Posteriormente, foram
adicionados 5 pL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (substrato) e 5
puL de GSH 0,1 M, nessa sequéncia, e entdo realizou-se a leitura
cinética. A atividade enzimatica foi expressa em umol.g~.min2.,

5.8 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE DANOS
OXIDATIVOS

5.8.1 Proteina carbonilada (PC)

Processos oxidativos levam a introdugdo de grupos carbonil em
residuos de aminoacidos de proteinas, e essas modificacBes podem ser
detectadas usando-se métodos especificos, sendo que um deles é a
reacdo desses grupos com reagentes carbonil-especificos. Desse modo, 0
dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo foi determinado pelo
método descrito por Levine e colaboradores (1990). Primeiramente, 100
pL de amostra foram acrescentados em 600 pL de 24-
dinitrofenilhidrazina 10 mM (reagente carbonil classico) preparado em
solucdo de HCI 2 N, seguido de uma incubacdo durante 1 hora a
temperatura ambiente no escuro, sob agitacdo continua. Ap6s, foi
adicionado 600 puL de TCA 20 %, com agitacdo em vortex e incubagio
em banho de gelo por 10 min, seguido de centrifugagdo (5 min a
10,000xg), e entdo o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado por
trés vezes consecutivas (centrifugacdo por 5 min a 10,000xg), com 800
uL de etanol-acetato de etila (1:1 v/v). Por fim, o excesso de etanol-
acetato de etila foi removido com auxilio de um cotonete e foram
adicionados 600 pL de guanidina 6,0 M preparada em solu¢do de
KH2PO. 20 mM, pH 2,3, seguido de incubagdo em banho-maria a 37 °C
com agitacdo continua por 1 hora e centrifugacdo (10,000xg durante 5
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min), para posteriormente proceder a leitura a 360 nm. A concentracdo
total de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al., (1951).
A concentragdo de proteina carbonilada foi expressa em nmol/mg de
proteina.

5.8.2 Lipoperoxidacdo (TBARS)

O malondialdeido (MDA), produto da peroxidacao lipidica, reage
com diversos compostos e produz derivados que sdo mensuraveis
espectrofotometricamente. Um método utilizado para a determinacgéo de
MDA consiste na reagdo dessa substancia com o &cido tiobarbiturico
(TBA), ao produzir uma base de Shiff de coloracdo rosa (BIRD;
DRAPER, 1984). Dessa forma, a concentracdo das substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi mensurada ao adicionar 100 pL de
sobrenadante em 1 mL de TCA 12%. Apés, adicionou-se 900 pL de
tampdo Tris-HCI 0,06M, pH 7,4 e 1 mL de TBA 0,73%, entdo as
amostras foram levadas para 0 aquecimento por 1 h a 100°C.
Posteriormente, o material foi refrigerado em banho de gelo e
centrifugado a 10,000xg por 5 min. A reacdo colorimétrica foi detectada
em 535nm. Aliquotas do homogeneizado hepatico foram utilizadas para
a andlise da concentracdo de proteinas. Os valores foram expressos
como nmol de MDA/ug de proteina.

5.9 DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A formacdo de EROs foi medida utilizando a sonda diacetato de
2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H:DCFDA), permeavel as células.
Esterases celulares hidrolisam a sonda para o ndo fluorescente 2°,7°
diclorodihidrofluoresceina (H:DCF), que é retido nas células. Na
presenca de EROs e peroxidases celulares, HoDCF é transformada no
2°,7’-diclorofluoresceina (DCF), substancia altamente fluorescente
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Fatias de figado foram
homogeneizadas em solugdo contendo fosfato de sodio 20 mM e KCI
140 mM, pH 7,4, com posterior centrifugagdo (960xg por 10 min a 4°C).
Em placa preta de 96 pocos, 10 uL de HDCFDA 1 mM (preparado em
DMSO e protegido da luz) foram adicionados em 90 pL de
sobrenadante, seguido de uma incubagdo no escuro a 37°C por 30 min.
O produto foi detectado em comprimento de onda de excitacdo de 485
nm e comprimento de onda de emissdo de 520 nm. Os resultados foram
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expressos em unidades arbitrarias, sendo os valores corrigidos pela
concentracao de proteina de cada amostra.

510 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE FERRO

A concentracdo de ferro foi determinada em soro e em figado.
Para isso, 0 tecido hepético foi pesado e homogeneizado em tampao
Tris-HCI 200 mM, pH 7,4 (1:10 m/v). Para a realizacdo da técnica, 50
uL de soro ou homogeneizado tecidual foram adicionados em 200 pL de
tampdo contendo hidroxilamina, pH 4,0. Logo, foram acrescentados 5
pL de ferrozina com subsequente incubacdo em banho-maria a 37°C por
10 min. Desse modo, os ions férrico foram dissociados da proteina pela
acdo do tampédo acido e reduzidos a ions ferroso pela hidroxilamina.
Apos a adi¢do de ferrozina houve a formacdo de um complexo cuja
absorbancia mensurada em 560 nm é proporcional a quantidade de ferro
na amostra. Os valores foram expressos em ug/dL (soro) ou pg/g de
tecido (GOODWIN; MURPHY; GUILLEMETTE, 1966).

511 DETERMI NAQAO DA CONCENTRAGAO DE
TRANSFERRINA SERICA

A concentracdo de transferrina foi avaliada em soro a partir de
um método imunoturbidimétrico. A metodologia fundamenta-se na
adicdo de anticorpos especificos anti-transferrina na amostra, esses se
ligam a transferrina presente no soro e formam um complexo insollvel,
0 qual fornece uma turbidez cuja intensidade é detectada em 340 nm,
sendo proporcional a quantidade de transferrina sérica.

5.12 CAPACIDADE TOTAL DE LIGACAO DE FERRO (CTLF)

A CTLF foi mensurada no soro, essa medida reflete a
concentragcdo maxima de ferro que a transferrina pode ligar quando seus
sitios ligadores de ferro estiverem completamente saturados. Para
realizacdo da dosagem, uma concentracdo conhecida de ions ferroso foi
incubada com a amostra, esses ions se ligaram especificamente com a
transferrina (em condicdes fisiologicas encontra-se em torno de 30%
saturada), assim o padrdo de ferro saturou os sitios disponiveis da
proteina transportadora. Os ions ferroso em excesso (ndo ligados) foram
medidos através do complexo corado com ferrozina, no comprimento de
onda de 560 nm. A diferenca entre a quantidade de ferro excedente e a
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guantidade total adicionada inicialmente ao soro foi equivalente a
guantidade ligada a transferrina, que se denomina, capacidade latente de
ligacdo de ferro (CLLF). Para determinar a capacidade total de ligagdo
de ferro (CTLF), somou-se a CLLF com a concentracdo de ferro sérica.
Os resultados foram expressos em pg/dL (GOODWIN; MURPHY;
GUILLEMETTE, 1966).

5.13  HISTOLOGIA HEPATICA

Para analise histolégica, o figado foi obtido a partir de animais
anestesiados (cloridrato de cetamina:cloridrato de xilazina; 90:15
mg/Kg, respectivamente). As amostras de tecido hepético foram fixadas
usando uma solucdo de tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4) contendo 10% de
formaldeido. Ap0s essas etapas, os tecidos foram lavados, desidratados
em etanol, clarificados utilizando-se xileno e incluidos em blocos de
parafina. Posteriormente, os tecidos foram seccionados em fatias de 5
um, corados com hematoxilina e eosina (HE) e avaliados pela
microscopia de luz.

5.14 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

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 a concentracdo de proteina nas
amostras.

515 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de determinacbes realizadas em triplicata em 3 a 4
experimentos independentes. As comparagdes estatisticas foram
realizadas através do teste t de Student, utilizando-se o programa
INSTAT versdo 3.02. As diferencas encontradas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DA MASSA DO FiGApO DA PROLE EXPOSTA
AO ROUNDUP® DURANTE A GESTACAO E LACTACAO

Para verificar se a exposicdo materna ao Roundup® altera a
massa do figado da prole de ratos, o érgdo foi pesado no dia do
experimento, quando os animais tinham 15 dias de idade. A Figura 10
mostra diminui¢do na massa do figado de ratos expostos ao herbicida
durante a gestacdo e lactacdo. Resultados prévios do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a exposicdo materna ao pesticida também
induz diminui¢do na massa corporal desses animais (CATTANI et al.,
2014).

Figura 10. Efeitos da exposicédo pré e pds-gestacional ao Roundup® na massa
do figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. *** p<0,001.

6.2 ENVOLVIMENTO DO CALCIO NO MECANISMO DE
TOXICIDADE INDUZIDO PELO ROUNDUP® EM FIGADO DE
RATOS IMATUROS

A fim de investigar o efeito de Roundup® no influxo de *°Ca?*
em fatias de figado dos filhotes, apds tratamento in vivo com esse
pesticida, as fatias do tecido foram incubadas com 0,1 uCi “Ca?
durante 30 minutos. Como indicado na Figura 11, os resultados
mostraram que a exposi¢cdo materna a0 Roundup® causou aumento no
influxo de “Ca?*, sugerindo que o herbicida é capaz de induzir
toxicidade a partir do aumento das concentragdes de Ca?* intracelulares.
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Figura 11. Efeitos da exposicdo pré e pos-gestacional ao Roundup® no influxo
de “*Ca?* em figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos em pmol “Ca?*/mg de proteina como a média +
E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Analise estatistica: teste t de Student. ***
p<0,001.

6.3 EFEITOS DA EXPOSIQAO MATERNA AO HERBICIDA
ROUNDUP® NA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO EM FIGADO DE RATOS DE 15 DIAS DE IDADE

No intuito de estudar se a exposi¢do ao Roundup® induz a
geracgdo de EROs no figado de ratos imaturos, utilizou-se uma sonda que
na presenca de espécies reativas de oxigénio torna-se fluorescente.
Conforme demonstrado na Figura 12, houve um aumento significativo
na formacdo de EROs no figado do grupo tratado com Roundup®,
guando comparado com o controle.

Figura 12. Efeitos da exposicdo pré e pods-gestacional ao Roundup® na
formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em figado de ratos imaturos.
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A formagdo de EROs foi determinada pela oxidacdo do H,DCF a DCF. Os
resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. *** p<0,001.



71

6.4 CONSEQUENCIAS DA EXPOSICAO MATERNA AO
ROUNDUP® SOBRE OS MARCADORES DE DANOS
OXIDATIVOS A LIPIDOS E PROTEINAS EM FIGADO DE RATOS
IMATUROS

Uma vez que 0 Roundup® estimulou a producdo de EROs e essas
podem levar a danos de macromoléculas bioldgicas, verificou-se a
indugdo de estresse oxidativo em figado de ratos de 15 dias de idade
expostos ao pesticida. Os parametros analisados foram a peroxidacéao
lipidica e a carbonilacdo de proteinas. Os resultados mostraram
concentracOes elevadas de substincias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS) (Figura 13A), bem como aumento na proteina carbonilada
(PC) (Figura 13B) no tecido hepatico de ratos expostos a formulagdo
comercial Roundup® em relacdo aos animais controles. Em conjunto
esses dados sugerem fortemente a inferéncia de estresse oxidativo em
figado da prole apds exposicdo ao Roundup®.

Figura 13.Efeitos da exposi¢do pré e pds-gestacional ao Roundup® no contetido
de TBARS (A) e proteina carbonilada (B) em figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05; ** p<0,01.
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6.5 EFEITOS DA EXPOSICAO CRONICA AO ROUNDUP® NOS
SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES EM FIGADO DE
RATOS DE 15 DIAS DE IDADE

Para investigar o efeito da exposicdo materna ao Roundup® nos
marcadores bioquimicos relacionados aos sistemas de defesa
antioxidantes hepatico de ratos imaturos, foram analisadas as atividades
enzimaticas da SOD, CAT, GPx, GR, G6PD, GST e GGT, bem como as
concentragGes de GSH.

A SOD catalisa a destruicdo do O™ produzindo H2O,, esse por
sua vez € toxico para a célula e pode ser eliminado a partir da reacdo
catalisada via CAT. Os resultados indicaram diminuicdo na atividade da
SOD (Figura 14A) associado ao aumento na atividade da CAT (Figura
14B) em figado de ratos imaturos, apds tratamento in vivo com
Roundup®.

Figura 14. Efeitos da exposi¢do pré- e pos-gestacional ao Roundup® na
atividade das enzimas: (A) superdxido dismutase (SOD) e (B) catalase (CAT)
em figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05; ** p<0,01.
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Outra enzima importante na detoxificacdo do H.O: é a GPx, que
reduz essa espécie reativa a agua, ao utilizar a GSH como cofator da
reacdo e formar GSSG (glutationa oxidada). Conforme demonstrado na
Figura 15, a exposi¢do materna ao Roundup® nao alterou a atividade da
GPx em figado de filhotes de 15 dias de idade.

Figura 15. Efeitos da exposicdo pré e pds-gestacional ao Roundup® na
atividade da glutationa peroxidase (GPx) em figado de ratos imaturos.
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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. Os
resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student.

A GSH é o principal antioxidante ndo enziméatico do organismo e
apresenta diversas funcBes de protecdo contra os danos oxidativos. A
Figura 16 mostra diminuicdo no contedo de GSH em figado de ratos
expostos ao Roundup® durante os periodos gestacional e pés-natal. Esse
resultado confirma a participacdo de eventos oxidativos no mecanismo
de toxicidade desse agroquimico.

A GR ¢é a enzima responsavel pela regeneracdo da GSSG em
GSH, para tal reacdo acontecer é necessaria uma molécula de NADPH,
a qual é disponibilizada prioritariamente pela G6PD. Os resultados
evidenciaram aumento na atividade da GR (Figura 17A) e em
contrapartida diminuicdo na atividade da G6PD (Figura 17B) em figado
de ratos expostos a formulagdo comercial Roundup® durante a gestagéo
e lactacdo em relacdo aos animais controles.
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Figura 16. Efeitos da exposicdo pré e pos-gestacional ao Roundup® no
conteudo de glutationa reduzida (GSH) em figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05

Figura 17. Efeitos da exposicdo pré e pds-gestacional ao Roundup® na
atividade das enzimas: (A) glutationa redutase (GR) e (B) glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) em figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. ** p<0,01.
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A GST catalisa a reacdo de detoxificacdo de xenobiéticos a partir
da conjugacdo dessas substancias com a GSH. Como apresentado na
Figura 18, a atividade dessa enzima encontra-se aumentada em figado
de ratos imaturos expostos ao Roundup®.

Figura 18. Efeitos da exposicdo pré e pds-gestacional ao Roundup® na
atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) em figado de ratos
imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.

Por fim, considerando-se que a GGT é a principal enzima
envolvida no metabolismo da GSH extracelular, foi investigada a
consequéncia do tratamento cronico com Roundup® na atividade dessa
enzima no figado de filhotes de 15 dias de idade. O resultado apontou
que a atividade da GGT estéa elevada no tecido hepético da prole (Figura
19).

Figura 19. Efeitos da exposicdo pré e pods-gestacional ao Roundup® na
atividade da y-glutamil transferase (GGT) em figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.
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6.6 ESTUDO DA ACAO DA FORMULAGAO COMERCIAL
ROUNDUP® NA ATIVIDADE DAS AMINOTRANSFERASES EM
FIGADO DE RATOS IMATUROS

As enzimas ALT e AST apresentam um papel fundamental no
metabolismo dos aminoacidos, essas aminotransferases foram analisadas
com o intuito de verificar os efeitos da exposicdo materna ao Roundup®
nas reacdes de transaminacao no figado dos filhotes. A Figura 20 mostra
gue ambas as enzimas apresentaram suas atividades aumentadas no
tecido hepatico no grupo tratado com Roundup®, quando comparado
com o controle.

Figura 20. Efeitos da exposicdo pré e pds-gestacional ao Roundup® na
atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) em figado de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.

6.7 MARCADORES PERINFERICOS DE HEPATOTOXICIDADE
INDUZIDA POR EXPOSICAO MATERNA AO ROUNDUP®

Quando existe injuria ao figado, enzimas importantes extravasam
das células hepaticas lesionadas e percorrem a circulagdo sanguinea,
sendo detectadas no soro. As consequéncias ao figado causadas pela
exposicdo ao Roundup® foram monitoradas por analise quantitativa a
partir da atividade da ALT, AST, bem como da GGT, as quais sdo
enzimas utilizadas na pratica clinica como marcadores periféricos de
lesdo hepética. Conforme indicado na Figura 21A e 21B, os resultados
evidenciaram hepatotoxicidade induzida pelo pesticida, devido ao
aumento na atividade de todas as enzimas estudadas no soro dos ratos
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expostos de forma cronica ao Roundup® em relacdo aos animais
controles.

Figura 21.Efeitos da exposicédo pré e pés-gestacional ao Roundup® na atividade
das enzimas: (A) alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) e (B) y-glutamil transferase (GGT) em soro de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05; ** p<0,01.

6.8 EFEITOS DA EXPOSICAO MATERNA AO ROUNDUP® NA
CONCENTRAGAO DE PROTEINAS TOTAIS NO SORO DE RATOS
DE 15 DIAS DE IDADE

Considerando-se que a maioria das proteinas totais presentes no
soro é sintetizada pelo figado, foi verificada se a exposi¢cdo materna ao
Roundup® altera a concentracdo de proteinas no soro da prole,
especialmente a albumina, principal proteina sérica. Os resultados
mostraram que a exposicdo a formulacdo comercial contendo
Roundup® ndo interferiu na producdo de proteinas totais no grupo
tratado, quando comparado com o controle (Figura 22).
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Figura 22. Efeitos da exposicdo pré e pds-gestacional ao Roundup® na
concentragdo de proteinas totais no soro de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média = E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student.

6.9 AVALIACAO DA MORFOLOGIA HEPATICA DA PROLE
EXPOSTA AO ROUNDUP® DURANTE A GESTACAO E
LACTACAO

Com o propésito de avaliar se a hepatotoxicidade induzida por
Roundup® altera a morfologia do érgdo de ratos imaturos, apés
tratamento in vivo com o pesticida, o figado foi corado com
hematoxilina-eosina para analise histoldgica. Os resultados mostraram
gue a morfofisiologia do figado da prole ndo é modificada pela
exposicdo materna ao Roundup® (Figura 23).

Figura 23. Efeitos da exposicdo pré e pos-gestacional ao Roundup® na
morfologia hepatica de ratos imaturos.
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Fotomicrografias repreentativas de preparagOes histologicas coradas com
hematoxilina-eosina de tecido hepéatico de ratos controles (C) e tratados com
Roundup® (R) durante a gestacgdo e o aleitamento. Aumento = 400X.
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6.10 CONSEQUENCIAS DA EXPOSICAO CRONICA AO
ROUNDUP® NO ARMAZENAMENTO E NO TRANSPORTE DE
FERRO EM RATOS IMATUROS

Com a finalidade de investigar possiveis alteracbes nas
concentragdes de ferro em filhotes expostos ao Roundup® durante 0s
periodos gestacional e pds-natal, avaliou-se a concentragdo de ferro
armazenada no figado e a concentracdo desse ion presente no soro dos
animais. Os resultados demonstraram aumento na concentragdo de ferro
hepatico (Figura 24A) e sérico (Figura 24B) no grupo tratado, quando
comparado com o controle, sugerindo possivel aumento na quantidade
de ferro total no corpo, sendo que o acimulo desse ion pode ser tdxico
ao organismo.

Figura 24. Efeitos da exposicdo pré e pods-gestacional ao Roundup® na
concentragdo de ferro hepético (A) e de ferro sérico (B) em ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Com os resultados demonstrados anteriormente, analisou-se a
concentracdo de transferrina, uma proteina transportadora de ferro no
soro, a qual € sintetizada no figado, bem como a capacidade total de
ligagdo de ferro (CTLF) no soro da prole exposta de forma crénica ao
Roundup®. Como indicado na Figura 25A e 25B, nota-se
respectivamente, uma diminui¢do na concentracdo de transferrina sérica
associada a uma elevacgdo da CTLF no soro de ratos de 15 dias de idade

expostos a formulagdo comercial Roundup® em relacdo aos animais
controles.

Figura 25. Efeitos da exposicdo pré e poOs-gestacional ao Roundup® na
concentracdo de transferrina (A) e na capacidade de ligacdo total de ferro (B)
em soro de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05; *** p<0,001.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, investigaram-se 0s possiveis efeitos
ocasionados pela exposi¢cdo materna a formulagdo comercial contendo
glifosato em modelo animal in vivo no qual as fémeas foram expostas a
1% de Roundup® na &gua de beber durante a gestacdo e lactacdo até os
filhotes completarem 15 dias de idade, a fim de conhecer os alvos de
acdo envolvidos na toxicidade desse herbicida no figado e no sangue
periférico dos ratos imaturos.

Jobim e colaboradores (2010) realizaram um estudo comparando
as taxas de mortalidade do Brasil, Rio Grande do Sul (RS) e
microrregido de ljui no RS entre 0s anos 1979 e 2003. Os dados
sugeriram maior prevaléncia de mortalidade por neoplasias na
microrregido de ljui em comparacdo ao RS e ao Brasil. Tal estudo
demonstrou que a exposi¢do ou contaminagdo crénica de agrotoxicos
nessa microrregido pode estar relacionada a um possivel aumento na
prevaléncia da mortalidade de cancer entre trabalhadores rurais.

Curvo, Pignati e Pignatti (2013) elaboraram um estudo da média
das séries histéricas de morbidade (2000-2005) e mortalidade (2000—
2006) por cancer na faixa etaria de 0 a 19 anos e 0 uso de pesticidas nos
municipios do Estado de Mato Grosso. Os resultados indicaram que a
exposicdo aos agrotdxicos esta associada & morbimortalidade por cancer
na populacdo infanto-juvenil.

Mazon e Souza (2015) realizaram um estudo exploratério visando
conhecer o panorama geral da exposi¢éo ocupacional aos agroquimicos
em trabalhadores rurais de municipios do Oeste de Santa Catarina. Das
197 pessoas entrevistadas, a maior parte eram homens (89,95%) que
aplicavam os agrotoxicos nas lavouras, desses 48,73% passavam mais
de 4 horas expostos aos pesticidas durante uma aplicacdo, na maioria
das vezes sem utilizar nenhum equipamento de prote¢do individual,
sendo que o Roundup® (98,48%) foi o0 agente quimico utilizado de
forma predominante nas propriedades rurais.

Lamentavelmente, o uso de agrotéxicos no Brasil vem crescendo
de maneira alarmante nos Gltimos anos. Desde 2008, o pais tornou-se o
maior consumidor mundial desses agrogquimicos (ANVISA, 2012).
Roundup®, agrotéxico contendo glifosato como ingrediente ativo, é o
herbicida mais popular em uso atualmente na agricultura, além de ser
utilizado mundialmente em larga escala (B@NH et al., 2014). Ademais,
em marco de 2015, a IARC classificou o glifosato como provavelmente
cancerigeno para os seres humanos (Grupo 2A). Apds diversos estudos
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com humanos e animais, 0 herbicida apontou ser um potencial agente
genotoxico (GUYTON et al., 2015).

O resultado do presente estudo mostrou diminui¢cdo na massa do
figado da prole exposta ao Roundup® durante a gestagdo e lactacdo.
Esse dado vai ao encontro com outros achados do nosso grupo de
pesquisa, que observaram diminui¢do significativa na massa corporal
dos filhotes de 10 a 15 dias de idade, sem alteracdo no consumo diario
de agua, comida, bem como na massa corporal das mées (CATTANI et
al., 2014). Com os estudos prévios de Cattani e colaboradores (2014)
também foi possivel estimar que cada mae ingere aproximadamente 70
mg de glifosato-Roundup®/Kg de massa corporal/dia. Essa
concentracdo € equivalente a 1/14 dos limites de dosagem na qual néo €
observado efeito adverso.

Dallegrave et al. (2003) revelaram que a exposicdo de ratas
gravidas (entre os dias 6 e 15 de gestacdo) a 500 mg/kg de Roundup®
diluidos na agua de beber promovia retardo no desenvolvimento do
esqueleto fetal. Outro trabalho mostrou que a exposi¢do materna a 1%
de glifosato na agua potavel, desde o 1° até o 21° dia de gestacdo
resultou na reducdo da massa corporal das ratas tratadas com glifosato,
além de diminuicdo na massa do figado das maes. No entanto, ndo
houve diferenga significativa na massa corporal nem na massa do 6rgéo
dos fetos (BEURET, ZIRULNIK, GIMENEZ, 2005). Segundo Chahoud
e colaboradores (1999), a perda da massa corporal é um indicador
importante de toxicidade, isso demonstra que Roundup® esta induzindo
toxicidade nos ratos imaturos expostos ao pesticida no periodo pré e
pos-natal.

Um dos efeitos toxicos promovidos pelo herbicida foi o aumento
no influxo de Ca?* intracelular no figado dos filhotes tratados com
Roundup®. Salienta-se que mesmo o calcio sendo indispensavel a vida,
concentragBes intracelulares elevadas desse ion por um tempo
prolongado ocasiona morte a célula (CLAPHAM, 1995). Em trabalhos
anteriores também foram relatadas alteragcdes na homeostase do calcio
em diferentes 6rgdos. Cattani et al. (2014) demonstraram que
Roundup® causou elevacdo de Ca?* em hipocampo de ratos imaturos
pela exposicdo crbnica ao agrotdxico. De Liz Oliveira Cavalli e
colaboradores (2013) mostraram que a exposi¢do in vitro de 36 ppm de
Roundup® por 30 mim desencadeou morte celular induzida pelo
aumento do influxo de Ca?* em células de Sertoli e testiculos de ratos
pré-puberes.

O caélcio entra na célula a partir de canais presentes na membrana
plasmética ap6s um sinal extracelular ou o ion é liberado dos estoques
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contidos no interior de organelas celulares, tais como da mitocdndria e
do reticulo endoplasmatico, em resposta a mensageiros intracelulares.
Um desequilibrio nestes eventos pode conduzir a uma sobrecarga de
calcio, promovendo estresse oxidativo e morte celular (ERMAK;
DAVIES, 2010).

Frente a isso, investigou-se a geracdo de EROs no figado da prole
e foi observado que a exposicdo materna ao Roundup® induziu a
producdo de EROs no tecido hepético dos ratos imaturos. Corroborando
os resultados, Chaufan, Coalova e Molina (2014) demonstraram
aumento na formacdo de EROs em células HepG2 (hepatoma humano)
apos tratamento com 40 mg/L de uma formulagdo comercial a base de
glifosato por 24 horas.

Pesticidas podem induzir estresse oxidativo levando a geracao de
radicais livres e alteracfes nas defesas antioxidantes ou no sistema de
remocdo de radicais. Sugere-se que diversos agrotoxicos exercam seus
efeitos bioldgicos a partir de ataques eletrofilicos a constituintes
celulares com producéo simultdnea de EROs (TUNCMEN; TUZMEN,
2007).

Peixoto (2005) observou que Roundup® modifica a bioenergética
de mitocdndrias hepaticas isoladas por alterar a cadeia transportadora de
elétrons, sendo que o herbicida exerce seus efeitos sobre os complexos |
e Ill. Desse modo, formulagfes comerciais contendo glifosato podem
aumentar a producdo do radical anion superoxido e desencadear estresse
oxidativo e respostas antioxidantes (ROMERO et al., 2011).

EROs séo substancias altamente reativas e quando presentes em
altas concentragdes no organismo provocam danos as macromoléculas
bioldgicas e induzem lesfes a células e tecidos normais (POLI et al.,
2004; ZHU et al., 2012). Nesse contexto, os filhotes de 15 dias de idade
expostos ao Roundup® durante a gestacdo e lactacdo apresentaram
oxidacdo em lipideos e proteinas, representados pela elevacdo no
conteldo de TBARS e proteina carbonilada no tecido hepatico,
respectivamente.

Esses achados também foram descritos por Menezes e
colaboradores (2011) que relataram aumento na concentra¢do de MDA e
de proteina carbonilada no figado de peixes Rhamdia quelen expostos a
curto prazo nas concentracbes de 0,45 mg/L ou 0,95 mg/L de
Roundup®. Os autores citam que um dos mecanismos envolvidos na
toxicidade do herbicida é a inducdo de estresse oxidativo ao promover a
geracdo de radicais livres causando oxidacdo de macromoléculas.
Nossos resultados também estdo de acordo com Glusczak et al. (2011)
gue observaram aumento na liperoxidacdo (LPO) e carbonilagdo de
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proteinas no tecido hepatico de peixes (Leporinus obtusidens) tratados
em diferentes concentracdes (3, 6, 10 ou 20 mg/L) de uma formulacdo a
base de glifosato por 96 horas.

Existem poucos trabalhos acerca dos efeitos de glifosato-
Roundup® sobre a concentracdo de proteina carbonilada em mamiferos
e a literatura disponivel considera o figado como o principal local de
producdo da mesma. Estudos tém sugerido que o teor de carbonilagdo de
proteinas pode ser utilizado como um biomarcador complementar do
estresse oxidativo em humanos e outros vertebrados (PEY et al. 2003).
Além disso, 0 aumento na concentragdo de proteina carbonilada indica
gue o metabolismo de proteina normal € interrompido, o que resulta no
acumulo de moléculas danificadas (GLUSCZAK et al., 2011).

No entanto, a peroxidacdo lipidica e a sua relagdo com o0s
agrotoxicos ja é bem elucidada na literatura. De acordo com Hazarika e
colaboradores (2003), a LPO pode acontecer devido & interacdo direta
dos organofosforados com a membrana plasmatica. Sendo esse um dos
mecanismos moleculares associados a toxicidade de diversos pesticidas
(KAVITHA; RAO, 2007). Desse modo, aumento na concentracdo de
TBARS foi observado no figado de ratas gravidas e de seus fetos
guando os animais receberam na agua de beber uma formulacdo
contendo glifosato durante o periodo gestacional. Os autores sugerem
gue a excessiva LPO induzida pela ingestdo do herbicida levou a uma
sobrecarga dos sistemas de defesa antioxidantes materno e fetal
(BEURET, ZIRULNIK, GIMENEZ, 2005).

El-Shenawy (2009) demonstrou que Roundup® pode promover
lesbes irreversiveis ao tecido hepatico com a administracdo
intraperitoneal de uma concentracdo subletal do agrotdxico (269,9
mg/kg) a cada 2 dias, durante uma ou duas semanas em ratos machos
adultos. O autor revelou indugdo de estresse oxidativo devido ao
aumento da peroxidacéo lipidica e da deplecdo na concentracdo de GSH
no figado desses animais.

A principal funcdo da GSH ¢ a sua capacidade de proteger as
células contra os danos oxidativos causados pelos radicais livres
(BUKOWSKA, 2003). Diminuicdo na concentracdo de GSH hepatica
também foi observada no presente estudo, um dos motivos pelos quais
houve essa deplecédo pode ter sido pelo seu uso direto como tripeptideo
redutor das EROs produzidas pelo glifosato-Roundup®, apo6s os filhotes
serem expostos de forma cronica ao pesticida.

Cavusoglu e colaboradores (2011) observaram diminuicdo no
contelido de GSH e aumento na concentragdo de MDA nos tecidos
hepéticos e renais, ap6s administragdo de uma Unica dose intraperitoneal
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de Roundup® (50 mg/kg) em camundongos Swiss Albinos.
Interessantemente, a administracdo oral de 150 mg/kg do extrato das
folhas de Ginkgo biloba L. por 8 dias consecutivos foi capaz de
reestabelecer significativamente a concentracdo de GSH, bem como
inibir de forma significativa a producdo de MDA no figado e no rim
desses animais. Os autores mencionam que o G. biloba pode ser um
potente protetor contra a toxicidade induzida pelo Roundup® in vivo,
sendo a sua fungéo protetora dose-dependente.

Outro estudo desenvolvido por Astiz, de Alaniz e Marra (2009b)
também mostraram aumento na concentracdo de TBARS e redugdo na
concentracdo de GSH em mitocdndrias de figado, substancia nigra e
cortex cerebral de ratos expostos a uma mistura de pesticidas. Os
animais foram tratados com 15 mg/kg de zineb (fungicida) + 10 mg/kg
de glifosato (herbicida) + 15 mg/kg dimetoato (inseticida), 3 vezes por
semana durante 5 semanas, por via intraperitoneal. De tal modo, o
estudo pbde contribuir para a compreensdo das consequéncias da
exposicdo simultanea a agrotdxicos.

Como uma forma de defesa primaria contra as EROs, os
organismos tém desenvolvido sistemas de defesa antioxidantes para
proteger as células contra esses danos. As enzimas envolvidas no
sistema de defesa antioxidante, tais como SOD, CAT, GPx, GR e GST
podem proteger a célula dos efeitos deletérios dos radicais livres, bem
como as enzimas que participam indiretamente desse processo, como a
G6PD e a GGT.

Nossos resultados demonstraram inibi¢do na atividade da SOD
acompanhados do aumento na atividade da CAT em figado de ratos
imaturos tratados in vivo com uma formulacdo comercial contendo
glifosato. A SOD apresenta a fungdo de converter 0 O, a agua e H2O»,
uma ERO menos reativa. Com a diminuicdo na atividade da SOD, deve-
se, provavelmente, haver maior concentracdo de O™ no figado da prole
exposta ao Roundup®, sendo que o Oy" pode reagir com as
macromoléculas intracelulares ou ainda gerar radicais secundarios ("OH,
ONOO) téxicos a célula.

Astiz, de Alaniz e Marra (2009c) revelaram que o tratamento
intraperitoneal com 10 mg/kg de glifosato por 5 semanas em ratos
machos foi associado a inibicdo na atividade da SOD hepatica sem
alteracdo nas demais enzimas antioxidantes (CAT, GPx, GR e GST).
Por outro lado, Sinhorin e colaboradores (2014) observaram diminuigao
na atividade da SOD e CAT em figado de peixes tratados em diferentes
concentragcbes de Roundup® por 96 horas, sendo que determinada
concentragdo do pesticida resultou na morte de 50% dos peixes ap6s o
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tempo de exposicdo. Esses dois trabalhos mostraram resultados
diferentes na atividade da CAT do que o obtido neste estudo. Em
contrapartida, Glusczak e colaboradores (2011) também demonstraram
aumento na atividade da CAT em figado de piavas expostas a distintas
concentracdes de uma formulagdo a base de glifosato durante 96 horas.

No presente estudo, nenhum efeito foi observado na atividade da
GPx. Achados semelhantes foram encontrados pelo grupo de pesquisa
de Larsen e colaboradores (2012), os quais submeteram ratos adultos a
exposicdo ao glifosato (0,7 mg/L ou 7 mg/L) na agua de beber, durante
30 ou 90 dias, e verificaram aumento na atividade da GPx hepatica
apenas nos animais tratados por 90 dias na maior concentragdo do
herbicida, os demais tratamentos ndo afetaram a atividade dessa enzima.
O aumento na atividade enzimatica pode ser explicado por uma relagdo
de dose e tempo de exposicdo.

N&o ter diferenca significativa na atividade da GPx no figado dos
filhotes tratados com glifosato-Roundup® pode ser justificado pelo
aumento na atividade da CAT hepatica, uma vez que essa enzima possui
maior atividade no figado do que a GPx (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007). Outro fator a ser considerado é que mesmo a
GPx e a CAT tendo uma sobreposicdo de substrato, GPx apresenta um
Km inferior ao da CAT para 0 H20, Desse modo, GPx tem maior
afinidade por baixas concentracGes de perdxido de hidrogénio do que a
CAT (RADAK, 2010). Frente a isso, sugere-se elevada concentracéo de
H202 no tecido hepatico de ratos expostos ao Roundup® durante a
gestacdo e lactacdo. Esse aumento de H.O, no figado pode estar
relacionado & dismutacdo espontanea do O.", bem como o perédxido de
hidrogénio é capaz de originar-se de outras fontes que ndo envolvam a
utilizacdo da enzima SOD.

A atividade da GR apresentou-se aumentada nos filhotes tratados
com Roundup®. A exposicdo a concentracdes crescentes (10, 15 e 20
mM) de Roundup 3 plus® por 24 horas em linhagens de queratindcitos
humanos (HaCaT), demonstraram, curiosamente, aumento na atividade
da GR apds exposicdo a 10 mM do herbicida, diminuicdo na atividade
dessa enzima depois do tratamento com 15 mM de Roundup 3 plus®,
por outro lado, ndo houve qualquer alteracdo na atividade da GR apoés a
exposicdo a altas concentracbes do pesticida (20 mM) (GEHIN;
GUYON; NICOD, 2006).
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A GR catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) a sua
forma reduzida (GSH) as custas de NADPH, o qual é concedido pela
G6PD, isto garante que a GSH esteja na sua forma reduzida e mantenha
0 estado redox da célula. Todavia, 0s nossos resultados evidenciaram
inibicdo na atividade da G6PD na prole apds exposicdo materna ao
glifosato. Nesse contexto, Daruich, Zirulnik e Gimenez (2001)
observaram que a exposi¢cdo materna a 0,5% de glifosato na agua de
beber durante os 21 dias de gestacdo ocasionou diminuicdo na atividade
da G6PD hepética das ratas tratadas com glifosato, enquanto nao foram
encontradas alteracdes significativas na atividade da G6PD no figado
dos fetos.

Salienta-se que a diminuicdo da G6PD induz a redugdo no
fornecimento de NADPH, equivalente redutor fundamental para a
atividade da GR. Desse modo, provavelmente o NADPH gerado no
figado dos animais tratados com Roundup® derive de rotas metabdlicas
alternativas, com o propésito de preservar a atividade da GR.

A GST é uma enzima importante envolvida na conjugacdo de
uma variedade de compostos eletrdfilicos com substratos endégenos
como a GSH, a fim de proteger a célula contra os efeitos dos
xenobi6ticos (WILCE; PARKER; 1994). Neste estudo, verificou-se
aumento na atividade da GST no grupo exposto in vivo a0 Roundup®.
Em trabalho anterior, descrito por Larsen e colaboradores (2014)
observou-se nenhuma alteracdo significativa na atividade enzimatica da
GST em figado de ratos expostos a uma formulacdo comercial de
glifosato (0,7 mg/L ou 7 mg/L) na agua de beber por 90 dias.

Em compensagdo, Modesto e Martinez (2010) demonstraram que
exposicdo aguda a 10 mg/L de Roundup® por diferentes tempos (6, 24 e
96 h) em peixes (Prochilodus lineatus) foi associado ao aumento na
atividade da GST no figado dos animais depois de tratad-los com o
herbicida durante 24 h e 96 h. Assim como, Murussi e colaboradores
(2015) mostraram elevacdo na atividade da GST em figado de peixes
(Rhamdia quelen) ap6s exposi¢do a 2,5 mg/L de uma formulacdo
comercial a base de glifosato (Orium®) durante 96 horas.

Acredita-se que a detoxificacdo de Roundup® no organismo dos
ratos imaturos expostos ao herbicida seja relacionado a fase Il da
biotransformacdo hepatica, devido ao aumento na atividade da GST no
figado desses animais, a qual catalisa a conjugacdo da GSH com o
xenobidtico. Isso também pode explicar a deplecdo de GSH encontrada
no figado dos filhotes. Um mecanismo compensatério para a diminui¢do
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na concentracdo de GSH pode ter sido 0 aumento na atividade da GGT
hepética observado em nosso estudo. Uma vez que essa 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 e assim, repor a concentracdo da
GSH intracelular (ZHANG; FORMAN, 2009).

Nossos resultados mostram claramente que Roundup® leva a
geracdo de EROs, lipoperoxidacgdo e carbonilagdo de proteinas, deplecao
de GSH e alteracdo no sistema de defesa antioxidante enzimatico,
resultando em estresse oxidativo em figado de ratos imaturos expostos
ao herbicida desde a gestacdo até a lactacéo.

A transaminacg&o, reacdo catalisada por aminotransferases como a
alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST), é
uma das vias principais para sintese e desaminacdo de amino&cidos,
permitindo que haja interconversdo entre metabolismo de proteinas e
carboidratos durante condigOes de estresse para atender a alta demanda
de energia do organismo (VAN WAARDE; HENEGOUWEN, 1982).
Desse modo, ambas as aminotransferases apresentaram suas atividades
aumentadas no figado de ratos de 15 dias de idade expostos ao
Roundup®, sugerindo que o pesticida promova alteracdes metabdlicas
no tecido hepatico. Esses resultados estdo de acordo com os achados de
Samanta et al. (2014) que observaram elevacéo na atividade da ALT e
da AST no figado de peixes apds exposicdo a uma formulacdo de
glifosato (17,2 mg/L) durante 30 dias.

A atividade da GGT sérica foi investigada como um biomarcador
sensivel de dano hepatico em caso de agressdo pelos toxicantes. Os
resultados evidenciaram aumento na atividade da GGT no soro dos ratos
expostos de forma cronica ao Roundup®, indicando hepatotoxicidade
induzida pelo herbicida. Tais achados também foram descritos por
Astiz, de Alaniz e Marra (2009a) os quais relataram aumento na
atividade da GGT sérica em ratos Wistar tratados com 10 mg/kg de
glifosato via intraperitoneal durante 5 semanas.

Outro trabalho produzido por Jasper e colaboradores (2012)
demonstraram que a exposi¢do subaguda a 50 ou 500 mg/kg de
glifosato-Roundup® diluidos na agua de beber de camundongos Swiss
Albinos machos e fémeas durante um periodo de 15 dias foi capaz de
estimular a atividade da GGT sérica, bem como a atividade da ALT e da
AST presentes no soro, em ambas as concentra¢Bes estudas, tanto nos
machos quantos nas fémeas. No entanto, ndo foram encontradas
diferencas consideraveis na histologia do tecido hepatico.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Forman%20HJ%5Bauth%5D
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Nesse contexto, o presente estudo também observou aumento na
atividade das aminotransferases séricas sem alteracdes histoldgicas no
figado da prole apds exposicdo materna ao Roundup®. Gholami-
Seyedkolaei e colaboradores (2013) revelaram anteriormente um
aumento na atividade da ALT e da AST no soro de peixes Cyprinus
carpio depois de exposicdo a diferentes concentracbes de Roundup®
(3,5, 7,0 e 14 ppm) durante 1, 3, 5, 9 e 16 dias, sendo que a maior
atividade enzimatica de ambas as transaminases foi encontrada apos
exposicdo a 14 ppm do herbicida.

Benedetti e colaboradores (2004) também mostraram que o
tratamento subcrdnico a concentragdes crescentes (4,87, 48,7 ou 487,0
mg/kg) de Glifosato-Biocarb® na agua de beber a cada 2 dias durante
75 dias em ratos Wistar adultos, aumentou a atividade da ALT no soro
dos animais em todas as concentragfes estudadas enquanto houve
elevacdo na atividade da AST sérica nas duas maiores concentra¢fes do
pesticida. Além disso, foi verificado aumento no nimero de células de
Kupffer nos sinusoides hepaticos no grupo tratado com 487 mg/kg de
glifosato, seguido por deposito de tecido conjuntivo, indicando que o
Glifosato-Bicarb® alterou a histologia hepatica no modelo
experimental. Por outro lado, corroborando os resultados do presente
estudo, Larsen e colaboradores (2012) ndo relataram alteragdes
histomorfolégicas no figado de ratos apds exposicdo cronica a uma
formulacdo contendo glifosato numa concentracdo 10 vezes maior do
gue a permitida na agua para consumo humano (US EPA, 2011).

A maioria das proteinas plasmaticas é produzida pelo figado. O
tratamento com Roundup® ndo interferiu no contetido total de proteinas
presentes no soro dos animais expostos durante a gestagdo e lactagdo. O
mesmo achado foi obtido por EI-Shenawy (2009), o qual demonstrou
gue a exposicdo a dose subletal de Roundup® durante 15 dias, nédo
afetou significativamente a concentracdo de proteinas séricas em ratos
Wistar adultos. Tizhe e colaboradores (2013) também mostraram que
ndo houve diferenca significativa na concentracdo de proteina total no
soro de ratos ap6s exposicdo oral a baixas concentracdes de glifosato
(14,4 mg/kg) nem em altas concentragdes (375,0 mg/kg) do herbicida.

O ferro é um micronutriente essencial para a homeostase celular.
Esse ion é vital para o transporte de oxigénio, para a sintese de DNA,
metabolismo energético e defesa do hospedeiro. E um cofator
importante para enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial e na fixa¢do
do nitrogénio. Nos mamiferos é utilizado principalmente na sintese da
hemoglobina nos eritroblastos, da mioglobina nos mdsculos e dos
citocromos no figado (WIJAYANTI; KATZ; IMMENSCHUH, 2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651313003965?np=y
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651313003965?np=y
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katz%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15078160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Immenschuh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15078160
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No entanto, a capacidade do ferro em perder ou ganhar elétrons
permite que esse ion participe de reacdes geradoras de radicais livres, e
caso ndo seja rigorosamente controlado os RL poderdo lesionar 0s
tecidos (TORTI; TORTI, 2013). Dessa forma, é preciso que exista um
equilibrio no metabolismo do ferro, de modo que ndo haja falta ou
excesso do mesmo. Visto que a homeostase possibilita a manutencéo
das funcfes celulares essenciais e a0 mesmo tempo evita possiveis
danos teciduais (BEAUMONT; VAILONT, 2006; DONOVAN; ROY;
ANDREWS, 2006).

Frente a isso, nosso estudo demonstrou aumento na concentragio
de ferro em soro e figado de ratos apds exposicdo materna ao
Roundup®. Whysner e Wang (2001) observaram anteriormente
acumulo de ferro nos hepatdcitos de ratos fémeas e machos da linhagem
Sprague Dawley expostos ao pesticida organoclorado Aroclor® durante
26 semanas. Outro estudo desenvolvido por Abe e colaboradores (2006)
revelaram que uma dieta rica em ferro (40 ppm ou 320 ppm) por 5
semanas seguida da administracdo via subcutinea a diferentes
concentracdes do herbicida Diquat (DQ) (0,05, 0,075 ou 0,1 mmol/kg)
horas antes da eutanasia de ratos Fischer-344 foi capaz de induzir
hepatotoxicidade nos animais com maior reserva de ferro no figado,
além disso, a sobrevivéncia apos a exposi¢do ao DQ foi correlacionada
inversamente com o contetdo de ferro no drgdo, de tal modo que
estoques elevados de ferro no organismo resultaram em toxicidade mais
severa do DQ sobre o0s ratos.

A capacidade total de ligacdo de ferro mostrou-se aumentada
enquanto a concentracdo de transferrina sérica apresentou-se diminuida
nos ratos expostos ao Roundup® desde a gestacdo até o aleitamento.
Esses dados corroboram o excesso de ferro observado no organismo
desses animais, uma vez que ha uma menor quantidade de transferrina
no soro para transportar o ferro. Além da transferrina ndo se encontrar
com 0s seus sitios de ligacdo ocupados pelo ferro devido a sua maior
capacidade total de ligacdo de ferro, causando o acimulo desse ion no
corpo dos ratos tratados com o herbicida.

O alto teor de ferro no organismo esté associado a varios estados
patolégicos, incluindo as doencas no figado (YANG et al., 1998;
MILMAN et al, 2001), cancerosas (BECKMAN et al., 1999;
PARKKILA et al., 2001), desordens neurodegenerativas (SAYRE et al.,
2000; BERG et al., 2001), diabetes (PEREZ et al., 2000; ELLERVIK et
al., 2001, PARKKILA et al, 2001), anormalidades hormonais
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(WILKINSON, 1996) e anormalidades do sistema imune (LI; ZHU;
SINGAL, 2000; WALKER; WALKER, 2000).

Normalmente, o ferro quando ndo utilizado é transportado na
forma de Fe3* do soro aos tecidos pela transferrina e armazenado sob a
forma de ferritina. Dessa forma, a transferrina previne o organismo dos
efeitos toxicos decorrentes de concentracGes elevadas de ferro circulante
(Fe?*), bem como a ferritina mantém o excesso de ferro estocado nos
tecidos em uma forma relativamente ndo téxica (Fe**) (ANDREWS,
1999; WHY SNER; WANG, 2001).

O figado é o principal local de armazenamento de ferro no corpo,
assim o tecido hepatico é um importante sitio de toxicidade desse ion
durante uma sobrecarga de ferro. Além disso, hd uma doenca onde o
organismo acumula quantidades excessivas de ferro a qual denomina-se
hemocromatose (PIETRANGELO, 2016). Desse modo, no presente
estudo foi observado dep6sito de ferro no figado, aumento de ferro
sérico e por fim diminuicdo na principal proteina de ligacdo de ferro no
soro, a transferrina. Assim, prop8e-se que 0s ratos imaturos expostos ao
glifosato-Roundup® apresentem hemocromatose secundaria. Ademais,
com o conjunto dos dados, observa-se um aumento significativo na
quantidade de ferro livre (Fe?*) no tecido hepatico, bem como em outros
tecidos. Dessa forma, o Fe?*, via reacéo de Fenton, pode estar induzindo
a geracdo de EROs no corpo dos filhotes pela exposicdo materna ao
Roundup®. Essa hipotese é consistente com o aumento na producdo de
EROs observada neste estudo.

7.1 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram que o herbicida glifosato-
Roundup® pode comprometer diferentes vias metabolicas no figado,
pelo aumento na atividade da ALT e AST hepética, enzimas importantes
na interconversao entre 0 metabolismo de proteinas e de carboidratos. A
exposicdo materna ao glifosato-Roundup® aumentou o influxo de Ca?*
no figado, o que pode levar a ruptura da homeostase do calcio,
promovendo estresse oxidativo e, provavelmente, morte celular. Nos
animais expostos a formulagdo contendo glifosato foi detectado
aumento na geracdo de EROs, bem como elevacdo no conteldo de
TBARS e carbonilacio de proteinas, além de alteragdo na atividade das
enzimas antioxidantes e consequente dano oxidativo. A exposicéo
crénica ao glifosato-Roundup® induziu hepatotoxicidade com elevacéo
na atividade sérica das enzimas GGT, ALT e AST, marcadores
periféricos de dano hepético. Além disso, observou-se que o tratamento
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com Roundup® foi capaz de aumentar a concentracdo de ferro total no
corpo dos ratos imaturos sugerindo hemocromatose secundéria e,
também aumentou a concentragdo de ferro livre no organismo dos
animais, de modo que o Fe?*, via reacdo de Fenton, levou a formagcéo de
EROs. Estes eventos foram acompanhados de morfologia hepatica
inalterada. O mecanismo de hepatotoxicidade proposto para o glifosato-
Roundup® em figado e soro de ratos imaturos estd representado
esquematicamente na Figura 26. O entendimento das acdes do
Roundup® sobre o organismo de animais podera fornecer alvos para
novas estratégias terapéuticas em prol da melhoria das disfungdes
celulares potencialmente causadas por esse herbicida.

Figura 26. Mecanismo de hepatotoxicidade proposto para o Roundup® em
figado e soro de ratos imaturos.
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CONCLUSOES

O aumento no influxo de Ca?* e a diminuigdo na massa do figado
induzidos pelo Roundup® revelaram toxicidade desse pesticida a
prole de ratos expostos durante a gestacdo e aleitamento;

A formulacdo comercial a base de glifosato promoveu estresse
oxidativo ao gerar EROs, situacdo refletida no aumento da
concentracdo de TBARS e proteina carbonilada no tecido
hepatico dos filhotes expostos ao herbicida;

A exposicdo materna a formulacio comercial contendo glifosato
alterou os sistemas de defesa antioxidantes ao estimular a
atividade das enzimas CAT, GR, GST e GGT, inibir a atividade
da SOD e da G6PD, bem como depletar a GSH, sem afetar a
atividade da GPx em figado de ratos de 15 dias de idade expostos
ao herbicida durante o periodo pré e pés-natal;

A inducéo na atividade das aminotransferases hepaticas, ALT e
AST pela exposi¢do crbnica ao glifosato-Roundup® induziu
modificacdes metabolicas importantes no figado da prole;

A exposicdo materna ao herbicida glifosato causou aumento na
atividade da GGT, ALT e AST no soro dos ratos imaturos,
sugerindo danos as células hepaticas;

A exposicdo ao Roundup® ndo alterou a concentragdo total de
proteinas séricas nem a morfologia hepatica dos animais apds
tratamento in vivo com o pesticida;

O aumento na concentragdo de ferro hepético, ferro sérico, CTLF,
assim como a diminuicdo na concentracdo de transferrrina sérica
induzidos pela exposicdo ao Roundup® sdo dados que em
conjunto apontam para o acimulo de ferro no organismo dos
filhotes, sugerindo hemocromatose secundaria. Além disso, é
possivel que o excesso de ferro livre no corpo dos animais
estimule a geracdo de EROs.
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9 PERSPECTIVAS

Pretende-se dar continuidade a este trabalho, aprofundando os
estudos de investigacdo dos possiveis alvos de acdo do glifosato-
Roundup® em figado e sangue periférico de ratos imaturos. Dentre as
principais perspectivas, destacam-se:

> Investigar possiveis alteracbes na concentracdo de ferritina
(sérica e hepética), uma vez que sua concentracdo sérica se
correlaciona com os estoques de ferro total do organismo;

» Avaliar o efeito da exposicdo materna ao Roundup® na
concentracdo e no metabolismo da vitamina B12 no soro e figado
dos animais expostos ao herbicida, considerando-se o figado
como um 6rgdo importante no armazenamento dessa coenzima;

» Estudar as consequéncias da formulacdo contendo glifosato no
metabolismo hepatico de carboidratos e glicemia;

» Determinar a expressao da proteina Nrf2 em figado, com o intuito
de confirmar o envolvimento dessa via na resposta ao estresse
oxidativo gerado pelo herbicida;

> Investigar os parametros oxidativos e as vias de sinalizacéo
celular em tecido hepético ap6s exposicao in vitro ao pesticida.
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