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RESUMO

As formulacbes de glifosato, o agrotoxico mais utilizado no mundo, sao
compostas por diversos adjuvantes que podem potencializar sua toxicidade. Dentre
eles, a POEA é o principal surfactante utilizado; contudo, outras substancias
desconhecidas também podem constituir as formulagdes completas. Tendo em vista
gue os metabolismos hepatico e cerebral estdo interligados, surge a hipétese de que
alteracdes periféricas decorrentes da exposicdo ao glifosato também podem estar
envolvidas na progressao de alteracdes cerebrais. Além disso, a toxicidade individual
e combinada dos varios compostos das formulacdes de herbicidas a base de glifosato
precisa ser elucidada. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi investigar de forma
exploratdéria 0s mecanismos neurotdéxicos da exposicdo subcrbnica ao glifosato,
POEA, glifosato + POEA e uma formulacdo completa de herbicida a base de glifosato
em ratos Wistar, a partir de uma abordagem central e periférica. Os resultados
demonstram que existem efeitos toxicos sinérgicos ou atribuidos a cada composto
individualmente. Alteracbes no metabolismo astrocitario podem ser atribuidas a
exposicado ao glifosato apenas. Alteracbes no metabolismo da amonia podem ser
destacadas como efeitos causados pela formulagdo completa do herbicida. Os
resultados também sugerem que os compostos podem ter efeitos toxicos sinérgicos,
como prejuizo da memoéria de trabalho, alteracéo do perfil de aminoacidos no liquor e
hipermetabolismo da glicose no estriado. O estudo desses mecanismos € fundamental
para a translacionalidade dos achados, uma vez que a populacdo em geral € exposta
a doses baixas de formulacdes complexas de glifosato ao longo da vida. A partir de
estudos mais translacionais, evidéncias consistentes de que a exposicdo aos
agrotoxicos € prejudicial pode levar a medidas regulatorias de protecdo a saude
publica mais apropriadas e rigorosas.

Palavras-chave: glifosato, neurotoxicidade, metabolismo hepatico.



ABSTRACT

The formulations of glyphosate, the most used pesticide in the world, are
composed of several adjuvants that can potentiate its toxicity. POEA is the main
surfactant used, besides other unknown chemical substances that constitute
glyphosate-based herbicides. Considering the link between hepatic and cerebral
metabolism, we hypothesize that peripheral alterations resulting from glyphosate
exposure may also contribute to brain alterations. The individual and combined toxicity
of glyphosate-based herbicides’ compounds need to be elucidated. Thus, this work
aimed to investigate in an exploratory manner the neurotoxic mechanisms of
subchronic exposure to glyphosate, POEA, glyphosate + POEA, and a glyphosate-
based herbicide whole formulation in Wistar rats with an approach considering central
and peripheral metabolism. The results suggested that the compounds may have
synergistic toxic effects, such as working memory impairment, CSF amino acid profile
alterations, and striatal glucose hypermetabolism. Other effects were mediated by
exposure to glyphosate per se, such as changes in astrocytic metabolism, or mediated
by the whole herbicide formulation, such as changes in ammonia metabolism. The
results show synergistic or individual toxic effects for each compound administered.
The study of these mechanisms is fundamental for translational findings since the
general population is exposed to low doses of complex glyphosate formulations
throughout their lives. From more translational studies, consistent evidence that
exposure to pesticides is harmful may lead to more appropriate and rigorous regulatory

actions to protect public health.

Keywords: glyphosate, neurotoxicity, hepatic metabolism.
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1 INTRODUCAO

O glifosato é o herbicida mais utilizado no mundo (BENBROOK, 2016). Além
do principio ativo, as formula¢des dos herbicidas a base de glifosato contém varios
adjuvantes. Entre eles, surfactantes como a polioxietiienoamina (POEA) séo
adicionados para potencializar a acdo do glifosato nas plantas. Contudo, a
composicdo completa dos herbicidas € uma informacéo confidencial dos fabricantes
(MESNAGE; ANTONIOU, 2018). Assim, o entendimento da toxicidade da exposi¢cao
ao glifosato associada a seus adjuvantes ainda € uma grande lacuna, principalmente
porque a real exposi¢cao € pouco caracterizada e os impactos da ingestéo cronica séo
desconhecidos (MESNAGE et al., 2015a).

Até o momento, a capacidade neurotoxica do glifosato ja foi demonstrada,
porém esta permanece pouco compreendida uma vez que os estudos experimentais
sdo heterogéneos em termos de metodologia, exposicdo a altas doses e
administrac@o apenas do principio ativo ou de formula¢cdes comerciais completas, cuja
composi¢do quimica ndo € conhecida completamente (MESNAGE; ANTONIOU,
2018). Essa abordagem pode gerar controvérsias se concentracdes ambientalmente
relevantes podem induzir 0s mesmos mecanismos neurotéxicos evidenciados ou se
existem outros mecanismos periféricos relacionados a exposicéo crénica que podem

acabar mediando ou potencializando a neurotoxicidade do glifosato.

Modelos experimentais que investigaram os mecanismos de toxicidade da
exposicao cronica a doses baixas de glifosato relataram que as principais alteragbes
a nivel molecular estao relacionadas com o metabolismo hepético, principalmente com
a alteracdo de biomarcadores relacionados a doenca hepética gordurosa néo-
alcoodlica (MESNAGE et al., 2015a, 2017).

Tendo em vista que o metabolismo hepatico esta intrinsecamente ligado ao
metabolismo cerebral (FELIPO, 2013), ha o estabelecimento da hip6tese de que
alteracdes periféricas decorrentes da exposicdo ao glifosato também podem estar
envolvidas na progressao de alteragOes cerebrais. Além disso, a toxicidade individual
dos varios compostos das formulacdes de herbicidas a base de glifosato e seus efeitos
combinados precisam ser investigados para uma maior compreensao do que pode

ocorrer em humanos.
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Sendo assim, o objetivo desse estudo é investigar de forma exploratéria os
mecanismos neurotoxicos da exposicdo ao glifosato e seus adjuvantes em um modelo
experimental a partir de uma abordagem central e periférica. Esse novo paradigma foi
investigado a partir de um tratamento de 28 dias em ratos Wistar expostos por via oral
ao glifosato, POEA, glifosato + POEA e uma formulacdo completa de um herbicida a
base de glifosato. Parametros bioquimicos, comportamentais e de neuroimagem
foram analisados experimentalmente com o objetivo de avaliar alteragcdes no sangue,

cérebro e figado dos animais ao final do tratamento.

Hipotetiza-se que ao final do tratamento havera o estabelecimento de um
quadro de reatividade astrocitaria, alteracbes no metabolismo lipidico e
neurotoxicidade decorrente de alteracdes hepéticas. Ademais, hipotetiza-se que a
toxicidade dos compostos isolados (glifosato ou POEA) sera menor que a toxicidade
dos compostos associados (glifosato+POEA), bem como da exposicao a formulacéo

completa (GBH).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GLIFOSATO

O (¢lifosato (N-(fosfonometil)glicina) € um composto fosforado analogo da
glicina (Figura 1), sendo o principio ativo dos agrotoxicos mais utilizados no mundo,
principalmente associados as culturas geneticamente modificadas de soja e milho
(GREEN, 2018). Por ser um herbicida sistémico e nao seletivo, também possui um
amplo uso fora da agricultura. Tendo em vista que os herbicidas a base de glifosato
tém potencial para contaminar o ar, o solo, os alimentos e as fontes de agua, o

potencial de exposicdo humana é elevado (BENBROOK, 2016).

Em adicéo ao principio ativo, as formula¢cdes dos herbicidas a base de glifosato
contém varios adjuvantes, como surfactantes, que variam em natureza quimica e
concentracdo entre os diferentes produtos comerciais (MESNAGE; ANTONIOU,
2018). Os surfactantes sédo adicionados para que o glifosato possa penetrar através
da parede celular das plantas e exercer sua fung¢édo, que é diminuir a producao de

aminoacidos aromaticos essenciais (SCHONBRUNN et al., 2001).

Entre a composicdo dos adjuvantes, a POEA destaca-se por ser um dos
surfactantes mais utilizados. Ela geralmente representa de 5% a 15% da composicao
das formulacbes, enquanto que o glifosato constitui de 40% a 60% dos produtos
(EFSA 2015; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013). A estrutura quimica geral das
POEAs esta representada na Figura 1, onde R-N é uma amina ligada a um acido graxo
e (CH2CH20)x é um polimero de oxido de etileno. Como a reacdo de sintese nao
ocorre na mesma velocidade para todas as moléculas, as POEAs sdo misturas de
moléculas de diversos tamanhos (TUSH; LOFTIN; MEYER, 2013). A mais comumente
utilizada em herbicidas a base de glifosato é a POE-15, com predominancia de um
polimero de 15 6xidos de etileno (MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013).
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Figura 1 — Estrutura quimica do glifosato (A) e POEA (B).

® 9o ., 9  ® ;
HO)J\/N\/FE)""'_'OH Hllo/\,]/r?\l\/\oJ[:i

Fonte: Autor, 2022.

A identidade e concentracdo dos adjuvantes sdo consideradas informacdes
confidenciais pela industria e aceitos como tal pelas instituicbes regulatérias e,
portanto, raramente sdo divulgados nos rétulos dos produtos ou por meio de qualquer
fonte acessivel ao publico (WEINHOLD, 2010). Esses ingredientes sdo considerados
inertes e as instituicdes regulatorias geralmente ignoram a toxicidade dos adjuvantes
na compreensao de como a exposicdo aos agrotdéxicos podem ser danosas para
organismos nao-alvo, incluindo os humanos. Contudo, uma série de estudos tem
relatado que as formulacdes dos herbicidas a base de glifosato podem ser mais
toxicas do que o principio ativo apenas (MESNAGE; ANTONIOU, 2018).

2.2 EXPOSICAO HUMANA

A exposicdo humana ao glifosato € descrita principalmente por exposicéo direta
em ambientes ocupacionais ou exposicdo ambiental por meio de residuos em
alimentos (ACQUAVELLA et al., 2004; CONNOLLY et al., 2020; FANIBAND et al.,
2021). Apesar de ser uma substancia que € utilizada em grandes volumes ha tanto
tempo, existem poucos estudos que medem o glifosato como um biomarcador de
exposicao na populacdo em geral. Quando reportados, os estudos sdo heterogéneos
em termos de avaliacdo de populagcbes especificas, sensitividade dos métodos de
deteccdo e maneiras de reportar os resultados. Connoly et al. (2020) revisaram e
compararam os resultados de 21 estudos de monitoramento do glifosato na urina em
humanos. Verificou-se que os niveis decorrentes da exposi¢cao ambiental variaram de
1 pg/L a 10 pg/L, com um aumento de até 10 vezes durante exposi¢cao ocupacional.
A real exposi¢do humana através dos alimentos € pouco caracterizada e os impactos

de uma ingestdo cronica ainda ndo sao totalmente conhecidos (CONNOLLY;
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COGGINS; KOCH, 2020; MESNAGE et al., 2015b; ZHAO et al., 2018). Em uma
analise referente ao uso de glifosato e os riscos associados a sua exposicédo, Myers
et al. (2016) analisaram um numero consideravel de estudos epidemiologicos e
experimentais e concluiram que as exposicdes humanas ao glifosato estao
aumentando nos ultimos anos e os atuais padrdes toxicolégicos de seguranca estao
desatualizados, sem cumprir o seu papel na protecdo da saude publica e do meio
ambiente (MYERS et al., 2016). Atualmente a ingestéo diaria aceitavel de glifosato é
0,5 mg/kg/dia no Brasil e Unido Europeia (EFSA, 2015) e 1,75 mg/kg/dia nos EUA
(EPA, 2016).

A partir da ingestdo, a absorcdo oral do glifosato através do trato
gastrointestinal foi estimada como sendo de 20% a 40% em ratos (ANADON et al.,
2009; BREWSTER; WARREN; HOPKJNS, 1991). ApGs a ingestdo, o glifosato &
lentamente absorvido e eliminado, com pico de concentracéo plasméatica em 5 h apés
ingestdo e tempo de meia-vida de aproximadamente 14 h (ANADON et al., 2009).
Apesar das formulagbes comerciais serem misturas contendo surfactantes e outros
adjuvantes, a absorcdo desses compostos através do trato gastrointestinal em

associacdo com o glifosato ainda nao foi investigada.

2.3 NEUROTOXICIDADE DO GLIFOSATO

O sistema nervoso é altamente vulneravel a toxicidade de um amplo espectro
de contaminantes ambientais, 0 que pode estar associado ao desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas. De fato, a exposicdo a agrotoxicos tem sido proposta
como um fator de risco ambiental associado ao desenvolvimento de doencas como
Parkinson e Alzheimer (GAUTHIER et al., 2001; HAYDEN et al., 2010; HUGH-JONES;
PEELE; WILSON, 2020; LE COUTEUR et al., 1999; RICHARDSON et al., 2014).
Sendo assim, o entendimento dos mecanismos de neurotoxicidade do glifosato e seus
adjuvantes em modelos animais é fundamental para a extrapolacdo dos potenciais

mecanismos em humanos.

Nesse contexto, é importante entender a capacidade do glifosato em

ultrapassar a barreira hematoencefalica (BHE) para exercer os seus efeitos
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neurotoxicos. A BHE é a fronteira que isola o parénquima cerebral das substancias
que se propagam no sistema circulatério periférico, responsavel por manter a
homeostase do cérebro, regulando o ambiente quimico, o transporte de células
imunes e a entrada de xenobidticos (BERNACKI et al., 2008). Em casos de
envenenamento em humanos, o glifosato foi detectado no cérebro e no liquor apos
exposicao a formulacdes comerciais (MENKES; TEMPLE; EDWARDS, 1991; SATO
etal., 2011). Esses estudos sugerem que o glifosato pode ultrapassar a BHE; contudo,
sdo condicdes agudas de intoxicacdo que nao refletem o grau de exposicdo da
populacado ambientalmente exposta a residuos de glifosato. Em um modelo in vitro da
BHE, Martinez & Al-Ahmad (2019) demonstraram que o glifosato pode causar dano
aos principais componentes das jun¢ées de ocluséo das células endoteliais (claudina-
5 e ocludina) e ultrapassar a BHE através de um transporte mediado por carreadores.
Entretanto, ainda resta entender se os adjuvantes das formulacdes dos herbicidas a
base de glifosato podem exercer algum efeito sinérgico no transporte do glifosato para

0 cérebro, no caso dele realmente ocorrer in vivo.

Com relacéo a neurotoxicidade do glifosato, diversos efeitos sédo relatados em
modelos experimentais, tais como excitotoxicidade glutamatérgica e estresse
oxidativo (CATTANI et al., 2014, 2017), comportamento do tipo depressivo e ansioso
(AIT-BALI et al., 2020; AIT BALI; BA-MHAMED; BENNIS, 2017; AITBALI et al., 2018;
BAIER et al., 2017), danos ao sistema dopaminérgico (BALI et al.,, 2019;
HERNANDEZ-PLATA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2018; PU et al., 2020),
comprometimento do desenvolvimento neuronal (COULLERY; PACCHIONI; ROSSO,
2020; MARTINEZ et al., 2020), entre outros. No entanto, a maioria desses efeitos
neurotéxicos é relatada em modelos animais que utilizam concentracfes altas de
glifosato (em geral 50 a 500 mg/kg), 0 que pode gerar controvérsias se concentracdes
ambientalmente relevantes de fato podem induzir 0os mesmos mecanismos

neurotéxicos evidenciados.

Os efeitos téxicos dos herbicidas a base de glifosato ndo podem ser totalmente
compreendidos sem que a toxicidade individual dos varios compostos das
formulacbes e seus efeitos combinados sejam investigados. Tendo isso em
consideracdo, deve-se ressaltar que a maioria dos estudos toxicoldgicos investiga os

efeitos dos herbicidas testando apenas o principio ativo ou formulagbes comerciais
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completas, cuja composicado quimica ndo € conhecida completamente (MESNAGE;
ANTONIOU, 2018).

Um dos diferenciais do presente estudo € a investigacao da toxicidade sinérgica
entre o glifosato e o principal surfactante utilizado (POEA), bem como uma formulagéo
de um herbicida a base de glifosato, que possui outros ingredientes desconhecidos
adicionados. Essa abordagem vai além das estratégias classicas de avaliacdo
toxicologica de avaliar apenas o efeito adverso com menor nivel de risco das
substancias individuais em altas doses. Uma vez que a populacdo esta exposta a
misturas quimicas complexas, esse tipo de avaliacdo ndo expressa um cenario real
de exposicio cronica e pode subestimar as questdes de seguranca (HERNANDEZ et
al., 2013; TSATSAKIS et al., 2017).

2.4 MECANISMOS TOXICOS DO GLIFOSATO EM DOSES BAIXAS

Com o objetivo de investigar os mecanismos de toxicidade da exposicao
cronica a doses baixas de glifosato, menores que a ingestdo diaria aceitavel em
humanos (0,5 mg/kg/dia), Mesnage et al. realizaram dois relevantes estudos em ratos.
Os animais foram tratados por 2 anos com um herbicida a base de glifosato em doses
baixas (0,1 ppb, equivalente a 4 ng/kg/dia) na agua de beber. A concentracao
equivalente de glifosato foi 0,05 pg/L e corresponde a uma concentracao admissivel
de glifosato na agua dentro da Unido Europeia (0,1 pg/L) e EUA (700 pg/L)
(MESNAGE et al., 2015a, 2017).

Através de uma extensa caracterizacdo a nivel molecular através de técnicas
de transcriptdbmica, protedbmica e metaboldomica, demonstrou-se que 0s animais
desenvolveram alteracdes de biomarcadores relacionados a doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica e sua progressao para esteatose hepatica. Houve
estabelecimento de um quadro de estresse oxidativo, proliferagéo de peroxissomos,
aumento de apoptose via disfuncdo da membrana mitocondrial, alteragbes do
metabolismo lipidico (aumento de triglicerideos seéricos, acumulo de triglicerideos
hepéticos e diminuicdo da oxidacdo de acidos graxos) (MESNAGE et al., 2015a,

2017). Esses dois estudos trazem evidéncias substanciais das consequéncias da
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exposicao cronica a doses ambientalmente relevantes de glifosato em um modelo

animal.

Correlacionado com esses resultados, outros tratamentos com doses mais
altas também apontam para importantes alteracdes hepaticas, principalmente no
metabolismo lipidico. No estudo de Ford et al. (2017), foi demonstrado que a
proteébmica do figado de camundongos tratados com glifosato (200 mg/kg i.p. 7 dias)
apontou que o glifosato € metabolizado em glioxilato, o qual é capaz de inibir a
oxidacdo de acidos graxos. Liu et al. (2021) demonstraram em peixes tratados com
glifosato (5 e 50 mg/L, 45 dias) que o estresse oxidativo € um evento adverso precoce,
seguido pela resposta inflamatdria hepatica. Alteracées do metabolismo lipidico foram
tardias durante a exposicao, evidenciado pelo aumento de acidos graxos hepaticos,
bem como expressdo aumentada de fatores transcricionais relacionados a lipogénese
e expressao reduzida de fatores relacionados a lipdlise. Outros estudos também
demonstram mecanismos semelhantes em peixes (ZHENG et al., 2021) e na prole de
camundongos (REN et al., 2019).

O funcionamento normal do cérebro esta intrinsecamente relacionado com o
funcionamento normal do figado. O figado desempenha um papel critico ndo apenas
no fornecimento de nutrientes vitais ao cérebro, mas também na detoxificacdo de
diversas substancias do sangue. A funcdo hepatica comprometida leva a uma
detoxificacdo insuficiente, permitindo que neurotoxinas entrem na circulacéo cerebral
(FELIPO, 2013). Assim, levanta-se a hipotese de que os mecanismos neurotoxicos da
exposicdo ao glifosato também podem ser atribuidos a danos hepéaticos.

2.5 METABOLISMO LIPIDICO HEPATICO E CEREBRAL

Os biomarcadores alterados nos dois estudos cronicos de Mesnage et al. estao
relacionados a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (MESNAGE et al., 2015b,
2017). A principal caracteristica dessa doenga € o acumulo de triglicerideos nos
hepatocitos, causada por um desequilibrio entre a geracdo de lipidios (isto €, a
absorcdo de acidos graxos e lipogénese) e remocgdo de lipidios (beta-oxidacdo
mitocondrial e eliminagéo através de VLDL) (KAWANO; COHEN, 2013).
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Embora sejam controlados em varios niveis, a regulacdo dominante dos genes
lipogénicos é transcricional. As proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol
(SREBPs) séo ativadores essenciais da sintese de acidos graxos e colesterol quando
combinados com um promotor de sintese lipidica. SREBP1c, uma das suas isoformas,
regula o processo de lipogénese através da regulacéo de genes envolvidos na sintese
e armazenamento de acidos graxos, como a acido graxo sintase e a acetil-CoA
carboxilase (SHIMANO; SATO, 2017). Outro fator de transcri¢cdo que esta relacionado
a processos lipogénicos no figado é o receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARy). Além de estar envolvido no metabolismo lipidico, o
PPARy também modula a resposta inflamatéria hepatica, sendo altamente expresso
em células estreladas hepéticas (CEHS) quiescentes, as quais apresentam reducao
da expressdo de PPARYy durante a ativacdo (HAZRA et al., 2003). Com relacdo ao
catabolismo lipidico, o PPARa desempenha um papel crucial na regulacdo da
oxidacdo de acidos graxos mitocondrial e peroxissomal, as quais sdo importantes
rotas bioquimicas da degradacédo de lipidios. A regulagao da lipdlise pelo PPARa se
da através da regulacao da expressao de carnitina palmitoiltransferase, lipoproteina

lipase e lipase horménio sensivel (WANG et al., 2020).

As mitocéndrias ndo oxidam um unico substrato de cada vez, mas uma mistura
de substratos dependendo da situacao metabdlica, estado hormonal e tipo de célula.
Os &cidos graxos sdo o principal substrato energético para o musculo cardiaco e
alguns outros tecidos, enquanto o cérebro utiliza principalmente glicose e corpos
cetdnicos (HOUTEN et al., 2016). No sistema nervoso central (SNC), estima-se que a
oxidacdo de acidos graxos contribua pouco para a geracdo de ATP cerebral,
satisfazendo cerca de 20% do requerimento de energia do cérebro adulto (EBERT;
HALLER; WALTON, 2003). Os neurdnios ndo utilizam acidos graxos como substrato
energético preferencial devido ao alto potencial de danos mediados por espécies
reativas de oxigénio. No entanto, os astrocitos podem utilizar acidos graxos para
satisfazer a demanda energética ou para eliminar o excesso de acidos graxos livres
potencialmente danosos dentro do sistema nervoso. Acidos graxos de todos os
comprimentos de cadeia sdo capazes de atravessar a BHE (SPECTOR, 1988). Os
acidos graxos de cadeia longa requerem o sistema de transporte da carnitina para
entrar na matriz mitocondrial, enquanto os acidos graxos de cadeia curta e média

podem se difundir diretamente na matriz mitocondrial para a beta-oxidagao. Os genes
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de transporte e oxidacdo da carnitina sdo expressos principalmente em astrocitos e
células-tronco neurais em todo o cérebro (DAVLETOV; MONTECUCCO, 2010).

2.6 METABOLISMO MITOCONDRIAL

Todas as fungdes celulares em animais superiores requerem energia na forma
de ATP, gerado direta ou indiretamente pelas mitocondrias. As mitocondrias sao
organelas que produzem energia Gtil a partir de precursores altamente energéticos
obtidos pela metabolizacdo de diversas fontes alimentares: carboidratos (glicose),
gorduras (acidos graxos) e proteinas (aminoécidos) (NICHOLLS; FERGUSON, 2002).
As bombas de prétons do sistema de transporte de elétrons, juntamente com a ATP
sintase, criam um circuito de prétons através da membrana interna mitocondrial, cujo
funcionamento é central para a bioenergética e todas as funcdes fisioldgicas que as
mitocondrias exercem (NICHOLLS; FERGUSON, 2002).

Abordagens experimentais séo utilizadas para verificar a funcionalidade desses
componentes. O transporte de elétrons e o bombeamento de prétons nas mitocéndrias
sao processos altamente acoplados; sendo assim, para um determinado substrato, a
taxa de utilizagdo de oxigénio mitocondrial € uma medida precisa da funcionalidade
do circuito de prétons. Dessa forma, a medida experimental da respiracao mitocondrial
através da taxa de consumo de oxigénio é uma boa abordagem para verificar a funcéo
das mitocondrias (BRAND; NICHOLLS, 2011). Para tanto, substratos séo adicionados
em uma incubac&o mitocondrial, seguido pela adicdo de ADP, permitindo que a ATP
sintase funcione, a forca préton-motriz caia e o transporte de elétrons aumente
(BRAND; NICHOLLS, 2011). Além da reentrada de protons através da ATP sintase,
todas as mitocéndrias possuem um vazamento de prétons enddgeno que acontece
paralelamente. Esse vazamento € importante para limitar a forca proton-motriz e uma
possivel alteracdo do potencial de membrana mitocondrial e geragdo excessiva de
espécies reativas (ROLFE; BRAND, 1997). Sendo assim, a adi¢cdo de um inibidor da
ATP sintase durante o experimento permite o estudo do vazamento de prétons das
mitocondrias. Além disso, outros parametros podem ser estudados

experimentalmente como a respiracdo maxima através da titulacdo de um
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desacoplador e a respiracdo ndo-mitocondrial através da respiracdo residual na
presenca de inibidores do transporte de elétrons (BRAND; NICHOLLS, 2011)

2.7 PROCESSOS DE DETOXIFICACAO DA AMONIA

Além do metabolismo lipidico, o figado também ocupa uma posicéo central no
metabolismo do nitrogénio e, consequentemente, na regulacdo dos niveis de amonia
no organismo. O balanco de nitrogénio é mantido por meio de processos como a
sintese e degradacao de proteinas, oxidacao de aminoacidos e producédo de ureia. A
insuficiéncia das funcdes hepaticas pode resultar em um aumento exacerbado dos
niveis de aménia circulante, que € téxica em altos niveis principalmente ao SNC
(OLDE DAMINK; JALAN; DEJONG, 2009).

A amobnia e os aminod&cidos produzidos pela microbiota intestinal séo liberados
no sistema porta hepatico e transportados para o figado. A detoxificagcdo da aménia
ocorre principalmente nos hepatdcitos periportais através do ciclo da ureia, que apos
sintetizada € liberada nas veias hepaticas e excretada na urina (MEIJER; LAMERS;
CHAMULEAU, 1990). A metabolizagdo da ambnia em ureia é um sistema de baixa
afinidade e alta capacidade de sintese (OLDE DAMINK; JALAN; DEJONG, 2009). O
ciclo da ureia comeca nas mitocdndrias dos hepatdcitos e termina no citoplasma. As

reacoes dessa via estdo demonstradas esquematicamente na Figura 2.

Outra parte da amonia circulante € detoxificada a partir da sintese de glutamina
nos hepatdcitos perivenosos, através da reacdo da glutamina sintetase (GS), um
sistema de alta afinidade e baixa capacidade de sintese (LIMON et al., 2021; OLDE
DAMINK; JALAN; DEJONG, 2009).
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Figura 2 — Ciclo da ureia.
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Fonte: SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2005.

Tendo em vista que o cérebro ndo expressa carbamoil-fosfato sintetase | e
ornitina transcarbamoilase — enzimas chave do ciclo da ureia -, ele é incapaz de
remover amonia por essa via. Consequentemente, a amdnia cerebral € metabolizada
guase exclusivamente em glutamina por meio da reacdo da GS cerebral (FELIPO;
BUTTERWORTH, 2002). Essa enzima é altamente expressa em astrocitos e esta
envolvida no ciclo glutamato-glutamina, que desempenha um papel importante na
homeostase dos niveis de glutamato, evitando o excesso desse aminoacido e, assim,
a excitotoxicidade (SCHOUSBOE et al., 2014).

Em casos de disfuncdo hepatica, a metabolizacdo de compostos toxicos
enddgenos e exdgenos é prejudicada. Uma vez que esses processos nao ocorrem

adequadamente, substancias neurotoxicas podem atingir o parénquima cerebral e
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afetar a sua funcdo. Essa € uma das principais alteracdes que ligam o metabolismo
hepatico ao metabolismo cerebral (FELIPO, 2013). As alteracbes neurolégicas
decorrentes de declinio da funcdo hepética fazem parte da sindrome clinica da
encefalopatia hepética. A hiperamonemia € considerada o principal fator que contribui
para as alteracdes cerebrais e neuroldgicas causadas por doencas hepaticas agudas
e crbnicas (BRAISSANT et al., 2019; FELIPO; BUTTERWORTH, 2002).

2.8 METABOLISMO ASTROCITARIO

Os astrocitos séo células fundamentais para a homeostasia do SNC, uma vez
que estdo envolvidos em diversas funcdes metabdlicas e possuem a capacidade de
responder a insultos e patologias cerebrais através de importantes alteracfes
morfologicas, funcionais e moleculares (ESCARTIN; GUILLEMAUD; CARRILLO-DE
SAUVAGE, 2019; SOUZA et al., 2019). Esse processo € denominado reatividade
astrocitaria e varia de acordo com a gravidade do insulto, ao longo de um processo
gradual e heterogéneo de alteracdes na expressao de proteinas, captacao e liberacao
de diversos fatores, hipertrofia celular, entre outros processos. Os astrdcitos reativos
podem ter ganho ou perda de suas funcbes, gerando um impacto benéfico ou
prejudicial as células neuronais e demais ceélulas gliais (ALLEN; EROGLU, 2017,
SOFRONIEW; VINTERS, 2010). Um dos principais processos que marcam a
reatividade € a hipertrofia celular astrocitaria, com o aumento da expressdo de
proteinas de filamento intermediario, em particular a proteina glial fibrilar acida (GFAP)
(ESCARTIN; GUILLEMAUD; CARRILLO-DE SAUVAGE, 2019).

Uma das principais caracteristicas da interacdo astrocito-neurbnio é o
fornecimento de substratos energéticos e a remoc¢éao de neurotransmissores da fenda
sinaptica por parte dos astrocitos (ALLEN; BARRES, 2009). O sistema glutamatérgico
€ 0 principal sistema neurotransmissor excitatorio do cérebro; o glutamato é
continuamente liberado pelos neurbnios e continuamente removido do espago
extracelular pelos astrocitos (DANBOLT, 2001). Os processos astrocitarios sao
carregados com transportadores de glutamato, que garantem que 0 neurotransmissor
ndo se acumule nas fendas sinapticas, o0 que pode causar excitotoxicidade. O

transportador de glutamato 1 (GLT-1) € responséavel por 95% da atividade de captacdo
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de glutamato no cérebro adulto (BJORNSEN et al., 2014). Os astrocitos entao
metabolizam o excesso de glutamato em glutamina e o transportam de volta aos
neurdnios, que a convertem novamente a glutamato para manter a transmissao
sinaptica (VERKHRATSKY; NEDERGAARD; HERTZ, 2014).

Pellerin e Magistretti (1994) propuseram um importante mecanismo de
cooperacdo metabdlica entre astrocitos e neurdnios, chamado de lancadeira de
lactato astrécito-neurdnio. Os astrécitos captam o excesso do neurotransmissor
glutamato na fenda sinaptica em um co-transporte com Na*. O acumulo de Na*
intracelular ativa a Na*/K* ATPase, promovendo gasto de ATP, aumento da glicélise
e da producéo de lactato, que é transportado para 0s neurdnios para ser usado como
um importante substrato energético (PELLERIN; MAGISTRETTI, 2012). A partir do
entendimento de que a captacdo de glutamato por astrocitos € um dos principais
desencadeadores da captacdo de glicose no parénquima cerebral, Zimmer et al.
(2017) propuseram uma reinterpretacado dos exames de neuroimagem obtidos a partir
da tomografia por emissdo de pésitrons utilizando-se 8F-fluorodesoxiglicose (PET-
FDG), considerando a importante contribuicdo do metabolismo astrocitario. De acordo
com esse conceito, a captacao cerebral de glicose aumenta a medida que as regioes
do cérebro sdo ativadas, embora possa ndo ocorrer unicamente nos neurdnios, mas
também nos astrécitos (ZIMMER et al., 2017).

A investigacdo da resposta dos astrocitos frente a exposicdo a contaminantes
ambientais é crucial para o entendimento do impacto em todo o SNC. Isso se deve a
abundancia relativa de astrécitos em comparacdo com outras ceélulas e sua
proximidade tanto com as sinapses, quanto com a barreira hematoencefalica, onde
constituem a primeira linha de defesa contra a entrada de xenobi6ticos no cérebro
(MCCANN; MAGUIRE-ZEISS, 2021).

2.9 SINTESE DE NEUROTRANSMISSORES A PARTIR DE AMINOACIDOS

No SNC, os aminoacidos servem como fonte de esqueletos de carbono para o
ciclo do &cido citrico e como substratos para a sintese de proteinas e de

neurotransmissores. Existem mecanismos especializados de transporte de
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aminoacidos para fornecé-los ao cérebro e regular os niveis no espaco extracelular.
Pelo menos trés mecanismos de transporte ativo transportam aminoacidos atraves da
BHE: aminoéacidos neutros, basicos e acidos (BETZ; GOLDSTEIN; KATZMAN, 1994).

Tendo em vista que alguns transportadores sao especificos, compostos de uma
mesma classe podem competir pelo mesmo mecanismo transportador. Esse € o caso
do sistema L de transporte de aminoacidos, responsavel pela passagem de
aminoécidos neutros para o cérebro (fenilalanina, triptofano, leucina, isoleucina,
valina, metionina, histidina, tirosina e treonina) através dos transportadores LAT1 e
LAT2 (KIDO et al., 2001; ZARAGOZA, 2020). Esse sistema de transporte de
aminoacidos possui alta afinidade por seus substratos e funciona proximo a saturacao
sob condicdes fisiolégicas normais, com todos os substratos competindo pelo mesmo
sitio de ligacao (SMITH et al., 1987). Além disso, o transporte funciona a partir de um
mecanismo “in and out”, em que ocorre o efluxo de um aminoacido para fora da célula
na troca por outro aminoacido absorvido ao mesmo tempo (DEL AMO; URTTI;
YLIPERTTULA, 2008).

Além de serem constituintes de proteinas, as outras funcdes classicas dos
aminoacidos aromaticos no cérebro sdo como precursores de neurotransmissores.
Entre eles, pode-se destacar o triptofano, precursor de serotonina. O passo inicial na
sintese de serotonina é o transporte facilitado do triptofano do sangue para o cérebro.
A principal fonte de triptofano é a proteina dietética, pois este € um aminoacido
essencial. Outros aminoacidos neutros, como fenilalanina, leucina e metionina, séo
transportados pelo mesmo transportador para o cérebro. Portanto, a entrada de
triptofano no cérebro ndo estd apenas relacionada a sua concentracdo no sangue,
mas também depende da concentracédo de outros aminoacidos neutros (BRADY et al.,
2012; FERNSTROM, 1994).

Outro aminoacido aromatico precursor de neurotransmissores é a fenilalanina,
que gera o aminoacido tirosina através da reacdo da fenilalanina hidroxilase. A partir
da tirosina, as catecolaminas dopamina, epinefrina e norepinefrina sdo sintetizadas.
A etapa inicial envolve a hidroxilacdo a dihidroxifenilalanina (DOPA), catalisada pela
enzima tirosina hidroxilase. Uma vez formada, a DOPA é rapidamente descarboxilada
em dopamina. Em neurdnios que usam dopamina como neurotransmissor, nenhuma
modificacdo enzimatica adicional ocorre. Neurdnios que utilizam norepinefrina como

neurotransmissor contém uma enzima adicional, a dopamina-B-hidroxilase, que
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converte dopamina em norepinefrina. Neurbnios que utilizam epinefrina como
neurotransmissor contém uma enzima adicional, a feniletanolamina-N-metil
transferase, que € responsavel por catalisar a conversdo de norepinefrina em
epinefrina (FERNSTROM; FERNSTROM, 2007).

Tendo essas consideracdes em perspectiva, nesse estudo propusemos um
modelo de exposi¢cdo subcronica ao glifosato, POEA, glifosato + POEA e GBH para

investigar o potencial toxico dessas substancias no metabolismo central e periférico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos de 90 dias (n = 60) foram obtidos do Centro de
Reproducédo e Experimentacdo de Animais de Laboratério da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) e mantidos no biotério do Departamento de
Bioquimica da UFRGS. Os animais foram mantidos em ciclos de claro/escuro de 12
h, alocados em salas climatizadas (22 °C + 2 °C) com suprimento ad libitum de dgua
potavel e racdo padréao para roedores (NUVILAB CR-1, Quimtia, Brasil). O consumo
de a&gua e racao foi mensurado por caixa com 3 animais, duas vezes por semana e
calculado como consumo semanal por animal. O peso dos animais foi medido

semanalmente.

Os cuidados com os animais seguiram as diretrizes governamentais conforme
a Federacdo das Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental. O projeto foi
aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS sob nimero
37876.

3.2 TRATAMENTO E DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram tratados em duas coortes distintas de 30 animais cada,
divididos em cinco grupos. O tratamento consistiu em uma administracéo diaria via
oral por gavagem durante 28 dias. O tempo de tratamento é o preconizado para testes

de neurotoxicidade subcrénica em roedores (OECD, 1997).
Os grupos foram divididos em:

0] controle (Control), tratados com agua destilada;

(i) glifosato (Gly), tratados com glifosato padrédo analitico (N-
(phosphonomethyl)glycine 96%, CAS 1071-83-6, Sigma);

(i)  POEA, tratados com POEA padrao analitico (POE-15 tallow amine, CAS
61791-26-2, ChemService);



30

(iv)  glifosato + POEA (Gly+POEA), tratados com a associacdo dos dois
compostos;

(v) herbicida & base de glifosato (GBH, do inglés glyphosate-based
herbicide), tratados com uma formulacado comercial de glifosato na sua
forma liquida (48 % p/v glifosato, 52 % p/v outros ingredientes;

Glifomato, Insetimax, Brasil).

As solugbes foram preparadas diariamente em &gua destilada. As
administracdes por gavagem néo ultrapassaram o volume de 1 mL/kg e foram feitas

no inicio da fase clara (7h — 19h).

A dose de glifosato administrada aos grupos Gly e Gly+POEA, bem como a
dose de glifosato equivalente do grupo GBH foi 5 mg/kg, correspondente a 10 vezes
o valor da ingestdo diaria aceitavel de glifosato para humanos (0,5 mg/kg) (EFSA,
2015).

Para a dose de POEA administrada aos grupos POEA e Gly+POEA, foi
considerado que esse surfactante constitui cerca de 15 % dos ingredientes das
formulacdes comerciais de glifosato (EFSA, 2015; MESNAGE; BERNAY; SERALINI,
2013). Sendo assim, a dose de POEA foi 0,25 mg/kg, proporcional a 15 % de POEA
de uma administracdo de 5 mg/kg de glifosato, considerando uma formulacdo com 48

% glifosato.

A Tabela 1 apresenta um resumo da divisdo do tratamento entre 0s grupos.

Tabela 1 — Grupos do tratamento.

Administragéo Sigla Dose
Agua destilada Control
Glifosato padrao Gly 5 mg/kg
POEA padréo POEA 0,25 mg/kg

5 mg/kg glifosato +

Glifosato + POEA padréo Gly+POEA
0,25 mg/kg POEA

Formulagdo comercial de ) )
] GBH 5 mg/kg glifosato equivalente
glifosato

Fonte: Autor, 2022.
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O desenho experimental realizado para cada coorte esta apresentado na Figura

Figura 3 — Desenho experimental.

1* coorte (n = 30)
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2° coorte (n =30)

Dias 1 26 27 28 Experimentos
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Tratamento + AST ALT, colesterol e
(28 dias) Y maze Labirinto ["FIFDG- triglicerideos totais
em cruz microPET +  Western blotting & gPCR
elevado (hipocampo)

Fonte: Autor, 2022.

Antes da eutandsia, 0os animais permaneceram em jejum no periodo da noite.
No dia da eutanasia, fluidos biolégicos foram coletados sob anestesia com isoflurano.
Amostras de liquor foram coletadas via puncéo direta da cisterna magna com uso de
seringa de insulina (27 G) e aparato estereotaxico. As amostras foram imediatamente
centrifugadas apds a coleta (3000 rpm, 1 min, 4 °C) em centrifuga para microtubos
(CF15RXIl Hitachi, Téquio, Japdo) e armazenadas a -20 °C. Amostras de sangue
foram coletadas via puncéo cardiaca e centrifugadas apds 30 min de repouso (5000
rpm, 10 min; Hettich Zentrifugen, Alemanha). O soro obtido foi coletado e armazenado
a-20 °C.

Apos coleta dos fluidos, os animais foram eutanasiados. Amostras de cortex,
hipocampo e figado foram coletadas e armazenadas a -20 °C para analises

posteriores.



32

3.3 BATERIA DE OBSERVACOES FUNCIONAIS

A bateria de observacfes funcionais, adaptada de Boucard et al. (2010), foi
realizada por um pesquisador treinado ao fim do tratamento. A bateria incluiu
observacbes gerais e a determinacdo da reatividade a diversos estimulos com o
objetivo de identificar e quantificar o efeito do tratamento nas funcdes neuroldgicas,
autbnomas e comportamentais de cada animal. Os testes foram realizados no 28° dia,

antes da Ultima administracao oral.

Inicialmente, observacdes clinicas foram feitas com cada animal fora da caixa.
Em seguida, o animal foi colocado em uma arena de Open Field e o comportamento
foi observado por 3 min. A Tabela 2 apresenta os parametros avaliados, bem como a
ordem de realizacdo, os graus de severidade atribuidos e os dominios

correspondentes.

Tabela 2 - Parametros avaliados na bateria de observacdes funcionais, com

adaptacoes de Boucard et al. (2010).

Dominio Funcéo Parametro Local
Neurolégico Tonus muscular Forca do membro anterior (0 a 2) Fora da caixa
Hipotonia (0 a 2) Fora da caixa

Marcha e equilibrio Marcha (0 ou 1) Arena

Ataxia (0 a 2) Arena

Postura (0 ou 1) Arena
Reflexo de agarramento (0 a 2) Fora da caixa

Excitacdo Tremores (0 a 2) Arena

Contracdes musculares (0 a 2) Arena

Convulsbes clbénicas (0 ou 1) Arena

Convulsbes tbnicas (0 ou 1) Arena

Comportamento estereotipado (0 a 2) Arena
Autdbnomo Lacrimacéo (0 ou 1) Fora da caixa
Exoftalmia (0 ou 1) Fora da caixa
Alteracdes na pupila (0 ou 1) Fora da caixa
Fechamento palpebral (0 a 2) Fora da caixa

Salivacdo (0 ou 1) Fora da caixa
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Piloerecao (0 a 2) Fora da caixa
Respiracédo (0 a 2) Fora da caixa
Comportamento Atividade Hipoatividade (0 a 2) Arena
espontanea
Hiperatividade (0 a 2) Arena
Reatividade Reatividade para pegar (0 a 2) Fora da caixa
Reatividade ao manuseio (0 a 2) Fora da caixa
Grooming (0 ou 1) Arena
Comportamento anormal (O ou 1) Arena
Defecacéo (0 a 2) Arena
Urinagéo (0 a 2) Arena
Sensorial Reflexo auditivo (0 a 2) Fora da caixa
Resposta ao toque (0 a 2) Fora da caixa

Legenda: (0 ou 1): 0 = auséncia, 1 = presenca; (0 a 2): 0 = auséncia, 1 = moderado, 2 = pronunciado.

Fonte: Autor, 2022.

A pontuacdo média de severidade (MSS, do inglés Mean Severity Score) foi
calculada por grupo, como a soma das pontua¢des médias de cada parametro incluido
em cada dominio (neurolégico, autbnomo ou comportamental), utilizando a Equacao
1

MSS = Y.(i x n;)/n (1)

Onde: i representa o grau de severidade atribuido para o parametro; ni

representa o niumero de animais que atingiram o score i; e n representa o tamanho do

grupo.

Os valores de MSS para cada dominio sdo interpretados da seguinte forma:
MSS < 2 indica que o composto ndo apresentou efeito significativo; 3 < MSS < 4 indica

efeito moderado; MSS > 4 indica efeito pronunciado.

3.4 ANALISES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram realizados na fase escura (19h - 7h)

em sala iluminada por luz vermelha (275 lux). Os animais foram ambientados na sala
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6 horas antes dos testes. Os aparatos foram limpos com alcool 70% ao final de cada
teste. Os videos foram analisados utilizando o software Anymaze (v. 7.09, Stoelting
Co., EUA).

3.4.1 Open Field

O teste Open Field foi realizado conforme Gould, Dao & Kovacsics (2009), com
0 objetivo de investigar a atividade exploratéria e locomotora dos animais, bem como
a habituac@o a novidade e ansiedade. O teste foi realizado em uma sesséo de 10
minutos. Cada animal foi colocado no centro do aparato (caixa preta quadrada, 50 x
50 x 50 cm) e foi gravado por uma camera posicionada acima do aparato. Os
parametros avaliados foram: distancia total percorrida no aparato, porcentagem de
distancia percorrida no centro (distancia no centro / distancia total), tempo no centro

do aparato.

3.4.2 Y-maze

O teste Y-maze foi realizado conforme Hughes (2004) e Miedel et al. (2017),
para avaliacdo da memoria de trabalho. O aparato consistiu em trés bracos pretos
idénticos em forma de Y (50 x 10 x 20 cm, dispostos a 120°). Cada animal foi colocado
no centro do aparato e o comportamento foi gravado por 8 min. Uma alternancia
correta entre os bracos foi definida como um ciclo completo de entradas consecutivas
em cada um dos trés bracos. A alternancia percentual foi calculada da seguinte forma:
namero de alternancias corretas / (nimero total de entradas - 2) x 100. Verificacbes
de controle de qualidade foram realizadas para garantir que os dados representam
uma avaliacdo ndo enviesada, tais como: numero de entradas totais, nimero de
entradas em cada braco do aparato (para identificacdo de possiveis pistas) e
correlacdo de Pearson entre as alternancias corretas e distancia total percorrida (para

verificar influéncia da locomocdao).
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3.4.3 Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado foi realizado conforme Pellow et al. (1985),
para avaliar o comportamento do tipo ansioso. O aparato consistiu em dois bragos
abertos (50 x 10 cm, comprimento x largura) e dois fechados (50 x 10 x 40 cm,
comprimento x largura x altura), separados por uma plataforma central (5 x 5 cm); a
altura do labirinto era de 70 cm. O animal foi posicionado no centro do aparato e seu
comportamento foi gravado por 5 minutos. A porcentagem de tempo e distancia total
percorrida nos bragos abertos, nimero de transi¢des entre os bracos e distancia total
percorrida foram determinados. Além disso, foi calculado um indice de ansiedade (IA;
Equacéo 2), que redne todos os parametros individuais. Os valores do IA variam de 0
a 1, em que um aumento no indice expressa um aumento do comportamento do tipo
ansioso (COHEN; MATAR; JOSEPH, 2013).

(tempo nos bragos abertos " entradas nos bragos abertos)
tempo total entradas totais

2

IA=1-

)

3.5 CAPTACAO DE GLUTAMATO

ApOGs coleta dos fluidos, ainda sob efeito da anestesia com isoflurano, os
animais foram eutanasiados por decapitacdo. O ensaio de captacéao de glutamato foi
realizado conforme Souza et al. (2021). Os cérebros foram imediatamente removidos
e umidificados com solucéo salina balanceada de Hanks (HBSS, do inglés Hank’s
balanced salt solution) contendo (em mM): 137 NaCl, 5,36 KCI, 1,26 CaClz, 0,41
MgSOs, 0,49 MgClz, 0,63 NazHPO4, 0,44 KH2PO4, 4,17 NaHCOs e 5,6 glicose, com
pH ajustado para 7,4. As regides do cortex parietal e hipocampo foram dissecadas e
fatias de 300 ym de espessura foram obtidas com o uso de um fatiador de tecidos
(Mcllwain Tissue Chopper, Brinkman, EUA). Quatro fatias de cada estrutura foram
separadas e transferidas para uma placa de 24 pogos com 300 uL de HBSS por poco,
mantida a 37 °C por 15 min. Decorrido esse tempo, 0 ensaio de captagao iniciou com
a adicao de 0,33 uCi/mL de L-[3,4-*H]glutamato (49,7 Ci/mmol, Perkin Elmer, EUA) e
encerrou-se apdés 7 min com a remocdo do meio de incubacédo e trés lavagens

sucessivas com HBSS gelado, seguida da adicdo de 0,5 M de NaOH. A radioatividade
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incorporada foi medida utilizando um contador de cintilacdo liquida (300SL, Hidex,
Finlandia) e os dados foram expressos em fmol/min. A captacdo de glutamato
independente de sédio foi determinada utilizando HBSS preparado com N-metil-D-
glucamina ao invés de cloreto de sddio. A captacdo especifica de glutamato foi obtida

subtraindo o valor da captacdo independente de sodio do valor da captacéo total.

3.6 RESPIROMETRIA

3.6.1 Homogeneizacdo das amostras

Apés eutanasia, amostras de cértex parietal, hipocampo e figado foram
imediatamente coletadas e homogeneizadas em potter (10 strokes) com tampéao
MIRO5 (mitochondrial respiration medium 05) gelado (0,5 mM EGTA; 3 mM MgClz; 60
mM acido lactobiénico, 20 mM taurina, 10 mM KH2POgs; 20 mM HEPES; 110 mM
sacarose; 0,1% albumina; pH 7,4) na propor¢cao 1:100 (p/v).

A andlise da respiracdo mitocondrial foi realizada em um oxigrafo de alta
resolucéo (Oxygraph O2K, Oroboros Instruments, Austria) e analisada com o software
Datlab (v 6.1.0.7, Oroboros Instruments, Austria). As amostras dos homogenatos
foram transferidas para as camaras de analise do equipamento contendo 2 mL (q.S.p.)
de tampao MIRO05 a 37 °C e concentrac¢do inicial de oxigénio de aproximadamente 200
MM. Diferentes estados de respiracdo foram modulados através da realizacdo de dois
protocolos SUIT (substrate-uncoupler inhibitor titration).

3.6.2 SUIT1

O primeiro protocolo utilizado (SUIT1) foi adaptado de Pesta & Gnaiger (2012).
Amostras de 100 pyL de homogenatos de hipocampo, cortex e figado foram utilizadas.
Os substratos adicionados foram 5 mM de piruvato (P; 107360, Sigma, EUA), 2 mM
de malato (M; M1000, Sigma, EUA) e 10 mM de glutamato (G; G1626, Sigma, EUA).
A fosforilagcdo oxidativa foi verificada com a adicdo de 1 mM de ADP (117105, Merck,
EUA) e 10 mM de succinato (S; 1589, Vetec, Brasil). O consumo de oxigénio

associado a formacdo de ATP foi medido com a adicdo de 10 nM de oligomicina
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(04876, Sigma, EUA), um composto inibidor da ATP sintase. O consumo maximo de
oxigénio foi verificado através de titulacbes de 0,25 pM do desacoplador
carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP; C2759, Sigma, EUA). O complexo | foi
inibido com a adicéo de 0,5 uM de rotenona (R8875, Sigma, EUA) e o consumo de
oxigénio nao-mitocondrial foi medido através da inibicdo do complexo Il com 2,5 uM
de antimicina A (A8674 , Sigma, EUA).

A respiracdo ligada a producédo de ATP (ATP-linked) foi considerada como a
diferenca entre a respiracdo na presenca de substratos (P, M, G, S) e ADP e a
respiracdo na presenca de oligomicina. O vazamento de prétons (Proton leak),
verificado apds adicdo de oligomicina, é entendido como sendo fosforilacdo oxidativa
acoplada incompleta, sem conduzir a sintese de ATP. A raz&o de controle respiratorio
(RCR, do inglés respiratory control ratio) foi considerada como o estado de
acoplamento das mitocdndrias, obtido pela divisdo do fluxo de oxigénio na presenca

de substratos e ADP pelo fluxo apds adi¢éo de oligomicina.

3.6.2 SUIT2

O segundo protocolo utilizado (SUIT2) foi adaptado do protocolo SUIT17 dos
métodos da MitoPedia Oroboros  (https://www.bioblast.at/index.php/SUIT-
017_02_mt _D046). Amostras de 250 uL de homogenato de figado e 500 yL de
homogenato de hipocampo foram utilizadas. Para avaliacdo da oxidacdo de acidos
graxos, 0,4 uL de palmitoilcarnitina (61251, Sigma, EUA) foi adicionado, na presenca
de 2 mM de malato, requerido como co-substrato uma vez que o acumulo de acetil-
CoA inibe a oxidacdo de &cidos graxos na auséncia de malato. A respiracdo
proveniente da oxidacdo de acidos graxos (F) foi verificada com a adicdo de ADP (1
mM para figado e 1,25 mM para hipocampo). Glutamato (10 mM) foi adicionado para
estimular a respiracdo proveniente de substratos geradores de NADH para o
complexo | (Cl). Succinato (10 mM) foi adicionado para estimular a respiracao a partir
do complexo II (Cll). Por fim, CCCP (0,25 uyM em titulacdo), rotenona (0,5 uM) e

antimicina A (2,5 yM) foram adicionados.
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3.7 MARCADORES BIOQUIMICOS

Os niveis de ureia (K047-1, Bioclin, Brasil), aménia (AM1015, Randox, Reino
Unido), colesterol total (76, Labtest, Brasil), triglicerideos totais (87, Labtest, Brasil) e
a atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST; BT1100700, Biotécnica,
Brasil) e alanina aminotransferase (ALT; BT1100800, Biotécnica, Brasil) foram
medidos no soro com kits comerciais conforme as orientacdes dos fabricantes. Os
niveis de amoénia também foram quantificados no liquor seguindo o mesmo

procedimento.

A quantificacdo de aminoacidos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccao por fluorescéncia (CLAE-FL) em amostras de soro e liquor
(SCHMIDT et al., 2009). As amostras de soro foram adicionadas de metanol (1:5, v/v)
e centrifugadas (3000 g, 10 min, 4 °C). Apds, 20 uL do sobrenadante foi derivatizado
(100,5 pL de ortoftaldeido 5.4 mg em 1 mL de 0.2 M borato de sédio pH 9.5+ 25,5 uL
beta-mercaptoetanol 4%) e 40 pL foi injetado no sistema. As amostras de liquor foram
filtradas (poro 0,22 um), derivatizadas com ortoftaldeido (mesmas proporcdes e
volume de injecéo que o soro) e separadas em coluna de fase reversa (Supelcosil LC-
18, 250 mm x 4,6 mm x 5 ym, Supelco, EUA) em sistema cromatografico Shimadzu
Class-VP (Quioto, Japdo). A fase movel foi mantida em um fluxo constante de 1,4
mL/min e a temperatura da coluna a 24 °C. A fase movel foi composta por tampéo
fosfato de sodio 0,04 mol/L, pH 5,5, contendo 20 % de metanol (fase movel A) e
tampéo fosfato de sodio 0,01 mol/L, pH 5,5, contendo 80 % de metanol (fase mével
B). O gradiente de concentracédo foi modificado para o seguinte teor de B na fase
mével: 0 % (0 min), 100 % (55 min), 0 % (60 min). A deteccéo foi realizada utilizando
os comprimentos de onda de 360 nm (excitagédo) e 455 nm (emissao), com detector
de fluorescéncia Shimadzu. O tempo de retencdo dos padrdes analiticos dos
aminoacidos alanina, aspartato, fenilalanina, glutamato, glutamina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, ornitina, triptofano e valina foram utilizados para
identificacdo e a quantificacdo realizada através de curva padrao (dados expressos
em PM) através do software LC-Solution. Para a andlise de glutamina, as amostras de

liquor foram diluidas 1:10 em agua e as amostras de soro 1:50 em metanol.
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3.8 TRIGLICERIDEOS HEPATICOS

O nivel de triglicerideos hepaticos foi quantificado através do método de Folch
para extracdo de lipideos de amostras biolégicas (FOLCH; LEES; SLOANE
STANLEY, 1957), seguido da quantificacdo dos triglicerideos totais utilizando kit
comercial (SOFTIC et al.,, 2017). Amostras de figado foram homogeneizadas em
potter na proporcéo 1:20 (p/v) com cloroférmio e metanol (2:1, v/v). Em seguida, foi
adicionado agua destilada na proporcédo de 20% do volume total de homogeneizado.
A mistura foi centrifugada (1000 g, 10 min, 4 °C) e a fase organica (inferior) foi
coletada. Uma aliquota de 2 uL foi evaporada em microtubo ao longo da noite e
ressuspendida em 200 yL do reagente do kit. A quantificacéo dos triglicerideos seguiu

as orientacdes do fabricante.

3.9 WESTERN BLOT

Amostras de cortex, hipocampo e figado foram homogeneizadas em solucéo
de lise (2 % SDS, 5 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,4) contendo inibidor de protease
(1:10000, P8340, Sigma, EUA). As amostras foram centrifugadas (5000 g, 5 min, 4
°C), o sobrenadante foi coletado e a quantidade de proteinas foi dosada para
padronizacdo em tampao Laemmli 2x (1610737, Bio-Rad, EUA). As proteinas foram
separadas por SDS-PAGE (6 a 20 ug de proteina por amostra) e transferidas para
membranas PVDF (1620177, Bio-Rad, EUA), as quais foram blogueadas por 1 h (3%
albumina e 1% leite desnatado em solucdo tamponada e Tris com 0,5% Tween). As
membranas foram incubadas ao longo da noite (4 °C) com os anticorpos primarios. A
Tabela 1 no Anexo 2 apresenta a descricdo detalhada dos anticorpos utilizados. A
seguir, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-mouse
(1:5000; NXA931, GE) ou anti-rabbit (1:20000; A16110, Invitrogen) conjugado com
peroxidase por 2 h a temperatura ambiente. A quimioluminescéncia foi detectada em
sistema Image Quant (LAS4010, GE39 Healthcare, EUA) utilizando kit ECL (32106,

Thermo Scientific, EUA). A quantidade de proteina foi analisada por densitometria
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através do software Image J (v.1.53e, NIH, EUA). As proteinas B-actina, B-tubulina ou

GAPDH foram utilizadas como controle endégeno de proteina.

3.10 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL
(RT-gPCR)

Amostras de RNA de cortex, hipocampo e figado foram extraidas utilizando
reagente TRIzol™ (15596026, Thermo Scientific, EUA), conforme orientagdes do
fabricante. A concentracdo e pureza do RNA foi verificado utilizando
espectrofotometro (Biospectrometer, Eppendorf, Alemanha). Apos, 1 pug de RNA foi
utilizado para a sintese de cDNA com kit comercial (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems, EUA), conforme orientagdes para 20 uL de

reacao em termociclador.

A reacgéo de RT-gPCR foi realizada com um volume total de 10 pL, utilizando 5
puL de SYBR Green Master Mix 2x (PowerUp, 4309155, Thermo Scientific, EUA), 0,2
UM de cada primer, 3 uL de cDNA (1:10) e 1,6 uL de agua para injetaveis. Os ciclos
de amplificac&o seguiram orienta¢cdes do fabricante do SYBR Green em equipamento
7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems, EUA). A quantificacdo relativa da
expressdo dos genes de interesse foi realizada conforme o método AACT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001), utilizando a B-actina como gene de referéncia. Os resultados

foram demonstrados como expresséo relativa ao grupo controle.

A informacdo dos genes de interesse foi obtida no banco de dados de
sequéncias de referéncia (RefSeq) do NCBI. Os primers foram desenhados com a
ferramenta Primer-BLAST e adquiridos da Thermo Scientific. A descricdo completa
dos primers esta apresentada na Tabela 2 do Anexo 2.

3.11 METABOLISMO CEREBRAL DA GLICOSE IN VIVO

O metabolismo cerebral da glicose foi avaliado in vivo ao fim do tratamento por

microPET-FDG. Antes do escaneamento, 0s animais foram anestesiados com
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isoflurano e injetados com [®F]FDG (1 mCi, i.v.), apés uma noite em jejum. Em
seguida, foram colocados em suas caixas para captar o radiofarmaco acordados por
40 min. Apos o tempo de captacdo, os animais foram escaneados por 10 min sob
anestesia e aquecimento (37 °C) com a regido cerebral posicionada no centro do
microPET (field-of-view: 3,75 cm; Triumph LabPET-4, TriFoil Imaging, EUA). Os dados
foram reconstruidos utilizando o algoritmo do método de estimativa de maxima
verossimilhangca (MLEM-3D) com 20 iteragbes. Cada imagem de microPET foi
reconstruida com um tamanho de voxel de 0,2 x 0,2 x 0,2 mm e espacialmente
normalizada no software PMOD com a ferramenta Fuse It (v 3.8, PMOD Technologies,
Suica) utilizando uma imagem modelo de ressonancia magnética de rato. Os valores
de atividade (SUVTr, do inglés standardized uptake value ratio) de 7 regides cerebrais
(cértex frontal, cortex témporo-parietal, cerebelo, estriado, hipocampo, hipotdlamo e
talamo) foram analisados nos dois hemisférios cerebrais e normalizados para cada
animal de acordo com o valor de captacdo de uma pequena regido da ponte cerebral.
Para o processamento e andalise das imagens a nivel de voxel, o software MINC tools

(www.bic.mni.mcgill.ca/ServicesSoftware) foi utilizado.

3.12 DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas foi realizada utilizando o método do &cido
bicinconinico (BCA; 23227, Thermo Scientific, EUA), exceto para as amostras dos
homogenatos da respirometria, em que foi empregado o método de Lowry modificado
(PETERSON, 1977). Albumina sérica bovina foi utilizada como padréo.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e foram analisados
através de andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, quando apropriado,
seguido de teste de Tukey a nivel de 5% de significancia. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando os softwares GraphPad Prism (v. 8, Graph Pad Software,
EUA).
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Foi utilizada uma simbologia de letras para demonstrar se as médias dos
grupos séao diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05). Grupos que ndo compartilham a
mesma letra tém diferenca estatistica significativa entre médias. Exemplo: no conjunto
de médias 7,55 + 1,662, 6,68 + 0,702, 5,49 + 0,82°, o primeiro valor difere do terceiro,

mas € igual ao segundo, pois os dois compartilham a letra A sobrescrita.

A bateria de observacdes funcionais gera dados de incidéncia e pontuacoes,
ao invés de medi¢des ou contagens. Dessa forma, néo foi feita analise estatistica para

esses resultados.
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5 DISCUSSAO

Como parte de uma caracterizacdo neurotoxicologica, medidas correlativas,
como altera¢des do consumo de alimento e agua e ganho ou perda de peso corporal,
podem ser sinais de mudancgas fisiolégicas associadas a toxicidade sistémica, as
quais podem influenciar a interpretacdo de sinais especificos de neurotoxicidade
(INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 2001). Os animais nao
tiveram alteracdo de peso e consumo de agua e racdo durante o tratamento, bem
como nao apresentaram alteragcdes significativas nos parametros avaliados durante a
bateria de observacgdes funcionais. Esses resultados estdo de acordo com o fato de
gue o modelo experimental empregado € um tratamento subcrénico com doses
baixas; dessa forma, 0s potenciais mecanismos decorrentes da exposicdo as
substancias podem ser distinguidos de efeitos relacionados a uma toxicidade aguda

sistémica.

Além disso, apesar desse estudo ser focado na investigacdo da potencial
neurotoxicidade dos compostos administrados e esse efeito n&do ter sido detectado
através da bateria de observacdes funcionais, cabe ressaltar que esse teste € uma
avaliacdo de primeiro nivel, que avalia uma ampla gama de funcdes neuroldgicas.
Alguns parametros sao mais quantitativos e alguns sdo mais sensiveis do que outros,
e estes tendem a aparecer com mais frequéncia em termos de efeitos observados.
Por consequéncia, os testes da bateria de observacdes funcionais ndo séo definitivos
para as variaveis que estdo sendo avaliadas (REDFERN et al., 2005). Outros
experimentos especificamente planejados e otimizados para avaliar os mecanismos

desses efeitos potenciais devem ser utilizados, o que foi realizado nesse projeto.

A partir da analise do perfil bioquimico do liquor, observou-se uma diminuicédo
dos aminoacidos alanina, triptofano, lisina, fenilalanina, leucina e metionina. Destes,
apenas a alanina ndo é um aminoacido nutricionalmente essencial (FERNSTROM,
1994). Uma vez que os niveis de triptofano estdo reduzidos no liquor dos animais Gly,
POEA, Gly+POEA e GBH, bem como os niveis de fenilalanina dos grupos POEA,
Gly+POEA e GBH, a disponibilidade desses aminoacidos no espaco extracelular para
captacdo e sintese de neurotransmissores também pode estar reduzida (REIBER,

2003). Sendo assim, é possivel que 0s animais apresentem sutis alteracées nos
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sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e adrenérgico, tendo em vista que o
triptofano é precursor de serotonina e a fenilalanina € precursora de dopamina,
epinefrina e norepinefrina (FERNSTROM, 1994).

Martinez et al. (2018) encontraram reducdo de neurotransmissores e seus
metabalitos: dopamina, acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e acido homovanilico
(HVA); serotonina (5-HT) e &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA); norepinefrina e 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), nas regides cerebrais do estriado, hipocampo,
cortex pré-frontal e hipotdlamo, apds administracdo oral de glifosato (35, 75, 150 e
800 mg/kg, 6 dias) em ratos. De forma similar, Hernandez-Plata et al. (2015)
mostraram que ratos tratados agudamente com glifosato (150 mg/kg, i.p.) tem reducao
dos niveis de dopamina extracelular no estriado. Os niveis de DOPAC e HVA
permaneceram inalterados, assim como o conteudo de 5-HT e 5-HIAA. Além de
alteracdes na concentracdo de neurotransmissores, estudos também demonstram
alteracbes nas populagdes neuronais correspondentes. A exposicdo oral a um
herbicida a base de glifosato (250 e 500 mg/kg, 12 semanas) em camundongos
causou diminuicdo de neurbnios dopaminérgicos e serotoninérgicos (AIT BALI; BA-
MHAMED; BENNIS, 2017). A mesma reducdo de neurdnios dopaminérgicos foi
observada com o mesmo tratamento realizado desde a lactagdo até o periodo pos-
natal, acompanhado de prejuizo cognitivo nos testes Y-maze e reconhecimento de
objeto novo (AIT-BALI et al., 2020). Em conjunto, esses estudos apontam para a
hipétese de que a exposicdo ao glifosato pode afetar vias relacionadas ao

metabolismo e sinalizagdo das monoaminas cerebrais.

Uma vez que o glifosato € um analogo da glicina (Figura 1), é possivel que ele
possa ser um substrato para as vias de absorcéo de glicina ou outros aminoacidos.
Além dos transportadores especificos de glicina, os transportadores do sistema L
também sdo capazes de transportar glicina para as células (DEL AMO; URTTI;
YLIPERTTULA, 2008). Nesse sentido, Xu et al. (2016) investigaram 0s mecanismos
de absorcédo do glifosato através de um modelo do epitélio gastrointestinal (linhagem
celular Caco?2) e do epitélio nasal de vacas. Os pesquisadores relataram o transporte
de glifosato atraves dos transportadores LAT1 e LATZ2, com significativa reducéo da
captacdo de glifosato na presenca de aminoacidos competitivos (leucina, alanina) ou

inibidores especificos desses transportadores (fenilalanina e BCH).
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Dessa forma, a acdo do LAT1 e LAT2 pode contribuir para a absorcéo de
glifosato nas células, principalmente nos tratos gastrointestinal e respiratério, o que foi
confirmado por Xu et al. (2016), ou também para o cérebro, uma vez que esses
transportadores séo expressos na BHE (DEL AMO; URTTI; YLIPERTTULA, 2008).
Essa absorcéo pode resultar em efeitos locais e sistémicos mais significativos do que
0 previsto pela permeabilidade passiva do glifosato, que deve ser baixa devido a
polaridade da molécula (NCBI, 2022). Se o glifosato € capaz de competir com outros
aminoécidos pelo transporte através do LAT1 ou LAT2, é possivel que os niveis
reduzidos de triptofano no liquor dos grupos Gly, Gly+POEA e GBH seja resultado

dessa inibicdo competitiva.

Contudo, essa hip6tese ndo corrobora a reducdo dos aminoacidos alanina,
fenilalanina, lisina, metionina e leucina no liqguor dos animais POEA, Gly+POEA e
GBH, uma vez que parece existir outro mecanismo adicional relacionado a presenca
do surfactante. De fato, € bem descrito que as formulacdes de herbicidas a base de
glifosato sdo mais téxicas para os organismos do que o principio ativo sozinho
(AVEDISSIAN et al.,, 2019; DEFARGE et al.,, 2016; DEFARGE; SPIROUX DE
VENDOMOIS; SERALINI, 2018; HAO et al., 2020; MESNAGE et al., 2015b;
MESNAGE; BENBROOK; ANTONIOU, 2019; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013;
VANLAEYS et al.,, 2018). O surfactante adicionado a formulacdo comercial do
agrotoxico pode contribuir para a permeabilizacdo das membranas celulares. Sabe-
se que os adjuvantes etoxilados, como € o caso da POEA, podem interagir com as
membranas das células, causando danos a sua estrutura e fungées (BENACHOUR,;
SERALINI, 2008; CSERHATI, 1995; GEHIN et al, 2005; TSUI; CHU, 2003;
WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

Entre eles, a POE-15 (composto utilizado nesse estudo) mostra ser o
surfactante mais utilizado e o mais toxico contra as células humanas, com efeitos na
respiragdo celular e integridade da membrana celular entre 1 e 3 ppm, doses
ambientalmente e ocupacionalmente relevantes (MESNAGE; BERNAY; SERALINI,
2013). Outros efeitos toxicos da POEA descritos sdo desbalanco redox, peroxidacéo
lipidica, disfuncéo mitocondrial, inducéo de apoptose, entre outros (DEFARGE et al.,
2016; HAO et al., 2020; MESNAGE et al., 2015b; VANLAEYS et al., 2018). Assim, é
possivel que um processo toxico relacionado a presenca do surfactante esteja

relacionado a diminuigédo de alanina, fenilalanina, lisina, metionina e leucina no liquor
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dos animais POEA, Gly+POEA e GBH. Em decorréncia desse processo, esses
aminoacidos podem estar diminuidos por estarem sendo incorporados em proteinas,
convertidos em outras moléculas ou oxidados (YUDKOFF, 1999), o que sera
investigado futuramente a partir do estudo dos moduladores das suas respectivas vias

bioguimicas.

Na maioria das aminoacidopatias, as concentracbes de um ou mais
aminoacidos se elevam significativamente no sangue. Esse processo é capaz de
interferir diretamente o transporte de aminoéacidos através da BHE, pois o0 excesso de
um pode inibir a captacdo de outro (YUDKOFF, 1999). O sistema L de transporte de
aminoacidos possui baixo Km e funciona proximo a saturacdo sob condicbes
fisioldgicas normais, com todos os substratos competindo pelo mesmo sitio de ligacéo
(SMITH et al., 1987). Sendo assim, infere-se que a reducao de aminoacidos neutros
no liquor (leucina, fenilalanina, triptofano e metionina) ndo foi decorrente da inibicéo
competitiva pelo aumento de outros aminoacidos no soro dos grupos Gly, POEA e

Gly+POEA, pois o perfil de aminoacidos no soro se manteve homogéneo.

Além da absorcdo através da dieta, os aminoacidos nutricionalmente
essenciais também sao sintetizados a partir do metabolismo dos microrganismos da
microbiota (GILL et al., 2006). Evidéncias apontam que a microbiota pode ser afetada
pela exposicdo a contaminantes ambientais e que ha associacdo da disbiose intestinal
com o estabelecimento de doencas (TSIAOUSSIS et al., 2019). O mecanismo primario
pelo qual o glifosato age matando as plantas € a partir da inibicdo da enzima 5-
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS), da via do chiquimato nas plantas,
responsavel pela sintese de aminoacidos aromaticos, como o triptofano, fenilalanina
e tirosina (SCHONBRUNN et al., 2001). Apesar dessa via ndo ser expressa em células
animais, alguns microrganismos podem expressa-la (KNAGGS, 2001). Dessa forma,
a sintese de aminoacidos nutricionalmente essenciais pela microbiota pode ser inibida

em algum grau pela acao do glifosato no trato gastrointestinal.

Mesnage et al. (2021a) demonstraram atraves de metabolémica do soro e da
microbiota de ratos tratados com glifosato e um herbicida a base de glifosato (0,5, 50
e 175 mg/kg, oral, 90 dias) que a exposicao as substancias inibiu a via do chiquimato
na microbiota dos animais. Consequentemente, a sintese de aminoacidos essenciais
provenientes do precursor corismato, como a fenilalanina e o triptofano, pode ser

prejudicada. Outros estudos também estabelecem alteragcbes na microbiota a partir
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da exposicao ao glifosato (AITBALI et al., 2018; DECHARTRES et al., 2019; LOZANO
et al., 2018; MESNAGE et al., 2021b; TANG et al., 2020).

Os metabdlitos sanguineos podem ser alterados por influéncia da microbiota;
entre 0s compostos relacionados estdo os niveis séricos de triptofano e fenilalanina
(WIKOFF et al., 2008). A partir da analise desses aminoacidos no soro, observa-se
gue possivelmente o tratamento ndo afetou o metabolismo da microbiota de forma
significativa. E possivel que o tempo de tratamento empregado nesse estudo néo
tenha sido suficiente para observar reducéo desses metabdlitos a partir da exposi¢ao
ao glifosato e adjuvantes. Cabe ressaltar também que outros parametros relacionados

ao metabolismo da microbiota deveriam ser analisados para maiores conclusoes.

Com relacdo a avaliacdo comportamental realizada ao fim do tratamento,
observou-se que todos os grupos tratados (Gly, POEA, Gly+POEA, GBH)
apresentaram menor percentual de alternancias espontaneas com relacdo ao grupo
controle no teste Y-maze, com diminuigao significativa (p < 0,05) no grupo POEA. O
prejuizo da memoaria de trabalho ja foi relatado em estudos com camundongos
expostos a herbicidas a base de glifosato (AIT-BALI et al., 2020; BALI et al., 2019). O
comportamento de alternancia espontanea, que mede a memodria de trabalho
espacial, € avaliado permitindo que os ratos explorem os trés bracos do labirinto
livremente; esse comportamento € incitado pela curiosidade inata dos roedores em
explorar areas previamente néo visitadas. Um rato com uma boa memoaria de trabalho
irA se lembrar dos bracos do labirinto que ja visitou e tera tendéncia para entrar em
um braco menos visitado recentemente (DEMBER; FOWLER, 1958). A natureza da
alternancia espontanea depende de quatro processos fisioldégicos: motivacao,
atencdo, percepcao e memoria. Alteracdes neuroanatdmicas e neuroquimicas do
funcionamento normal do cérebro podem ter impacto consideravel nesses processos
e no padrédo de alternancia espontanea (RICHMAN; DEMBER; KIM, 1986).

Ha evidéncias do papel de mecanismos dopaminérgicos na mediacdo desse
comportamento, demonstrado por estudos utilizando intervengdes farmacologicas
com antagonistas ou com a deplecdo de dopamina. Outros sistemas
neurotransmissores também desempenham papel importante. Receptores
serotoninérgicos, adrenérgicos e sistemas neuropeptidicos também podem estar
envolvidos na mediacdo do comportamento de alternancia espontanea (LALONDE,

2002). Sendo assim, se o0s niveis reduzidos de aminoacidos precursores de
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neurotransmissores no liquor resultarem no prejuizo de funcdo dos seus respectivos
sistemas, o déficit comportamental observado no teste Y-maze pode ser decorréncia
da desregulacdo dessas sinapses. Experimentos de imunohistoquimica podem
auxiliar na elaboracgéo dessa hipoétese futuramente, bem como o aumento do tamanho

amostral para o teste Y-maze.

N&o foram observadas altera¢des na locomocéo e presenca de comportamento
do tipo ansioso no teste Open Field. Esses resultados sdo contrarios ao que foi
relatado em outros tratamentos em que os roedores apresentaram hipolocomocao
durante a exposicdo ao glifosato em animais adultos (HERNANDEZ-PLATA et al.,
2015) e na exposicéao a herbicidas a base de glifosato no periodo pré-natal (AIT-BALI
et al., 2020; GALLEGOS et al., 2016) ou pés-natal (AIT BALI; BA-MHAMED; BENNIS,
2017; AITBALI et al., 2018; GALLEGOS et al., 2020). Esses tratamentos utilizam
doses de 10 a 100 vezes maiores que a dose administrada nesse estudo, o que pode

ter contribuido para a verificacdo da hipolocomocéo em tratamentos mais agudos.

Com relacdo ao teste do labirinto em cruz elevado, também ndo foram
verificados comportamentos do tipo ansioso, como relatado em outros estudos (AIT-
BALI et al., 2020; AIT BALI;, BA-MHAMED; BENNIS, 2017; AITBALI et al., 2018;
BAIER et al., 2017; GALLEGOS et al., 2016). A distancia total percorrida e nimero
total de transicbes foi homogéneo entre os grupos. Contudo, cabe ressaltar a
heterogeneidade do grupo controle nesse experimento, o qual apresentou alta
variabilidade com mais de 50% dos animais com tempo e distancia reduzidos nos
bracos abertos. Dessa forma, a realizagdo de um novo teste em uma nova coorte com
maior tamanho amostral pode trazer evidéncias mais consistentes para esse

comportamento, bem como para os testes Y-maze e Open Field.

O sistema glutamatérgico € o principal sistema neurotransmissor do SNC.
Considerando as grandes quantidades de glutamato no cérebro e a importancia da
manutencdo adequada da concentracdo extracelular desse neurotransmissor, o
parénquima cerebral necessita uma atividade astrocitaria de captacdo de glutamato
muito alta para se proteger da excitotoxicidade glutamatérgica (DANBOLT, 2001). Os
animais ndo apresentaram alteracfes na captacao de glutamato nas regides do cortex
e hipocampo. Tendo em vista que o acimulo de glutamato nas sinapses é prejudicial
e gue esta é uma funcdo muito bem regulada através da interacdo metabolica
astrocito-neurdnio (BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011), € possivel que o



70

sistema tenha se adaptado funcionalmente a exposicdo aos agentes toxicos para

combater uma potencial excitotoxicidade glutamatérgica.

Contudo, a partir dos resultados de expressdo génica e imunocontetdo de
GFAP no cortex e hipocampo, pode-se observar que os astrécitos de animais
expostos ao glifosato (grupo Gly) responderam ao tratamento com aumento de GFAP
no cortex. A regulac@o positiva de GFAP € um marcador classico de astrocitos que
estdo respondendo a insultos. O estabelecimento de um quadro de reatividade
astrocitaria é complexo e heterogéneo, podendo ser definido como um continuum de
alteracdes morfofuncionais visando a homeostase do SNC (BEN HAIM; ROWITCH,
2016; KHAKH; SOFRONIEW, 2015). Os processos de modificagdo da expresséo
génica, estrutura, sinalizacdo e funcdo astrocitaria podem estar alterados de forma
distinta em diferentes regides do cérebro. Recentemente, a heterogeneidade espacial
dos astrocitos vem sendo extensivamente descrita e caracterizada a nivel celular e
molecular (BAYRAKTAR et al., 2020; CLARKE et al., 2020; HUANG et al., 2020;
SOFRONIEW, 2020). Isso pode explicar o fato de que os astrdcitos hipocampais de
animais do grupo Gly ndo tenham respondido ao insulto de forma semelhante aos

astrocitos corticais, 0s quais possivelmente apresentaram hipertrofia celular.

Um exemplo de heterogeneidade astrocitaria entre as regides do coértex e
hipocampo € o perfil transcricional dessas células durante o envelhecimento. Em
regides cerebrais conhecidas por serem mais suscetiveis a nheurodegeneracao, como
o hipocampo, os astrécitos apresentam alteracbes do transcriptoma mais
pronunciadas do que os astrécitos corticais, com uma regulagdo positiva de genes
associados a astrogliose reativa (CLARKE et al., 2018). Isso pode se dar pelo fato de
gue neurdnios hipocampais possuem mais plasticidade frente a danos por estresse
oxidativo, disfungdo mitocondrial, desbalanceamento iGnico, entre outros processos
(WANG; MICHAELIS, 2010). Sendo assim, por estarem mais envolvidos no suporte
metabdlico dos neurdnios, 0s astrocitos hipocampais sdo mais efetivos na protecao
neuronal e por isso podem ter se adaptado a exposicdo ao glifosato, diferente do

cortex.

A heterogeneidade da resposta de astrOcitos corticais e hipocampais a
exposicdo ao glifosato também foi relatada por Ait-Bali et al. (2020), a partir de um
modelo de exposicao cronica pré e pos-natal a um herbicida a base de glifosato (250
e 500 mg/kg oral durante gestacéo e lactacéo). Através de imunohistoquimica, foi
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demonstrado o aumento de células GFAP+ nas regibes do cortex pré-frontal e
hipocampo dorsal. Entretanto, a nivel molecular, as duas regides apresentaram
diferentes alteragbes com relagdo a neuroinflamacdo e excitotoxicidade
glutamatérgica. Houve aumento da expressdo de TNFa somente no hipocampo e
aumento da subunidade NR1 do receptor NMDA somente no cortex, associado a
diminuicdo de BDNF e aumento do seu receptor TrkB nessa mesma regido. Assim,
corrobora-se o fato de que diferentes regides do cérebro podem responder de forma
distinta & exposicao ao glifosato.

Correlacionado com o aumento de GFAP no grupo Gly, houve um aumento do
imunocontetdo de INOS nesse mesmo grupo. A expressao de iNOS é induzida por
estimulos inflamatérios, como a presenca de citocinas pro-inflamatérias (KNOWLES;
MONCADA, 1994). Os astrocitos possuem um papel relevante na regulacdo da
resposta neuroinflamatoria através da liberacdo de uma ampla gama de mediadores
imunes e inflamatoérios durante o processo de reatividade astrocitaria. A liberacéo de
citocinas e quimiocinas pré ou anti-inflamatérias por astrocitos reativos podem
modular efeitos neuroprotetores ou neurotdéxicos durante o processo de
neuroinflamacéo (SOFRONIEW, 2014). Além disso, a reatividade astrocitaria também
pode ser induzida por estimulos inflamatérios provenientes da microglia ativada
(LIDDELOW et al.,, 2017). Sendo assim, correlacionando os dois resultados de
aumento de INOS e GFAP no grupo Gly, é possivel que a neuroinflamacédo tenha um
papel importante no desencadeamento da reatividade astrocitaria decorrente da
exposi¢do ao glifosato. A confirmagao dessa hipotese e 0s mecanismos neurotoxicos

envolvidos poderéo ser melhor investigados em experimentos futuros.

Uma hipdtese que pode explicar a observacdo desses efeitos somente no
grupo Gly é a partir da perspectiva do transporte do glifosato através da BHE. Martinez
& Al-Ahmad (2019) demonstraram em um modelo da BHE in vitro que, por ser uma
molécula polar, o glifosato pode ultrapassar a BHE em um transporte mediado por
carreadores. Xu et al. (2016) relataram que esses transportadores podem ser 0s
transportadores de aminoacidos LAT1 e LAT2. Tendo em vista que o transporte do
glifosato para o cérebro pode ser um transporte especializado e que a POEA é capaz
de permeabilizar as membranas celulares e prejudicar sua estrutura e funcao
(BENACHOUR; SERALINI, 2008; CSERHATI, 1995; GEHIN et al., 2005; TSUI; CHU,
2003; WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000), possivelmente nos grupos tratados com
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adjuvantes além do glifosato (Gly+POEA e GBH) ndo ocorre o transporte de glifosato
através da BHE para exercer os seus efeitos neurotoxicos. Essas hipoteses serao
confirmadas futuramente através de um estudo da permeabilidade e toxicocinética

cerebral do glifosato.

Além da proteina GFAP, outros biomarcadores astrocitarios relacionados ao
processo de astrogliose reativa tém sido caracterizados nos ultimos anos (CARTER
et al., 2019; ESCARTIN et al., 2021). A enzima MAO-B esta localizada na membrana
mitocondrial externa dos astrocitos e apresenta aumento da expressao em astrécitos
reativos (EKBLOM et al., 1993). A MAO-B esta envolvida principalmente na oxidacao
de dopamina e, em menor grau, norepinefrina e serotonina (GAWESKA,
FITZPATRICK, 2011). Como os niveis da enzima ndo aumentaram entre 0S grupos
tratados, pode-se sugerir que a diminuicdo dos aminoacidos precursores desses
neurotransmissores no liqguor também ndo foi decorrente do aumento da
metabolizacéo dos neurotransmissores pela MAO-B. Entretanto, seria necessario um
experimento confirmatorio da atividade da enzima para estabelecer uma conclusdo

definitiva.

Foi observado um aumento dos niveis de GLT-1 no cortex de animais do grupo
GBH, o que néo era esperado uma vez que esse grupo ndo apresentou aumento de
GFAP e nem alteracdes na captacao de glutamato. Em geral, o estabelecimento de
um quadro de reatividade astrocitaria leva ao aumento da regulacdo de GLT-1

(SOUZA et al., 2019). Esse resultado podera ser melhor investigado posteriormente.

Com o objetivo de realizar uma investigacdo exploratoria do impacto do
tratamento no metabolismo cerebral da glicose, foram realizados escaneamentos de
PET-FDG (n = 3-4). Foi observado uma tendéncia ao aumento da captagdo de 8F-
FDG na regidao do estriado nos grupos Gly (p = 0,0621), POEA (p = 0,0492) e
Gly+POEA (p = 0,0621) em relacdo ao controle. O estriado é uma regido onde se
situam importantes nucleos de sinalizag&o colinérgica e dopaminérgica. E a principal
regido cerebral relacionada com a doenca de Parkinson, patologicamente
caracterizada por uma degeneracdo progressiva de neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra pars compacta (SNpc) que se projetam para o estriado e
desempenham um papel essencial na funcdo motora (JELLINGER, 2012). Evidéncias

experimentais e epidemioldgicas apoiam a hipotese de que fatores ambientais, como
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a exposicao a pesticidas, contribuem para o desenvolvimento da doenca de Parkinson
(ALOIZOU et al., 2020; ZAGANAS et al., 2013).

Como descrito anteriormente, em modelos animais a exposicao a herbicidas a
base de glifosato pode causar reducdo de neurdnios dopaminérgicos na SNpc (AIT
BALI; BA-MHAMED; BENNIS, 2017; BALI et al., 2019). Em um modelo de Parkinson
causado pela administragcdo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), a
exposi¢do ao glifosato demonstrou aumentar a perda de neurénios dopaminérgicos
no estriado (PU et al., 2020). Além de evidéncias experimentais dos efeitos da
exposicao ao glifosato na via dopaminérgica, em humanos a intoxicag¢ao por glifosato
pode causar sintomas relacionados ao parkinsonismo (BARBOSA et al.,, 2001,
ERIGUCHI et al., 2019; WANG et al., 2011).

O circuito do estriado é composto principalmente de neurénios de projecao que
recebem inervacdo dopaminérgica da SNpc, bem como aferéncias glutamatérgicas
do cortex e do talamo. Sendo assim, as interacdes glutamatérgicas e dopaminérgicas
sao criticas para manter a integridade funcional e estrutural dos neurdnios estriatais
(BLANDINI; PORTER; GREENAMYRE, 1996; KREITZER, 2009). Um desequilibrio
entre aferéncias excitatérias e inibitérias para o estriado pode levar a alteracfes
fisiolégicas e morfoldgicas como observado na doenca de Parkinson, em que a perda
de neurbnios dopaminérgicos no estriado leva a excitotoxicidade glutamatérgica
nessa regido (BLANDINI; PORTER; GREENAMYRE, 1996; IOVINO; TREMBLAY;
CIVIERO, 2020; ZHENG et al., 2019).

Assim, se o tratamento foi capaz de exercer efeitos neurotdxicos para 0S
neurénios dopaminérgicos no estriado com consequente aumento da sinalizacao
glutamatérgica, o aumento da captacdo de glicose nessa regido pode ser uma
tentativa dos astrécitos de exercer um efeito neuroprotetor, ao aumentar a producao
de lactato e fornecer mais substrato energético para os neurbnios (PELLERIN;
MAGISTRETTI, 1994). A regiao cerebral do estriado n&o foi coletada para a realizagao
de experimentos; contudo, os resultados exploratorios do PET-FDG mostram que
essa regiao pode ser um alvo promissor para investigacdes futuras do metabolismo

energético cerebral.

No protocolo de respirometria SUIT1 para o hipocampo, pode-se destacar o
aumento da respiracao ligada a producédo de ATP nos grupos POEA, Gly+POEA e
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GBH em relacdo ao controle. A respiracdo estimulada por ADP € controlada pela
atividade de renovacéo do ATP (principalmente a atividade da ATP/ADP translocase,
transportador de fosfato e ATP sintase) e pela oxidagdo dos substratos (incluindo
absorcao de substrato, enzimas de processamento, complexos relevantes do sistema
de transporte de elétrons e pool de ubiquinona e citocromo ¢) (BRAND; NICHOLLS,
2011). Logo, é possivel que processos metabdlicos relacionados a presenca dos

adjuvantes tenham aumentado a demanda por ATP na regido do hipocampo.

A reacado da GS cerebral € a principal via de metabolizacdo de aménia no
cérebro (FELIPO; BUTTERWORTH, 2002). Sua expressdo € altamente regulada,
tendo em vista que a regulacao astrocitaria da homeostase do glutamato € um aspecto
critico da funcéo cerebral (COULTER,; EID, 2012; DE VELLIS; WU; KUMAR, 1986). O
imunocontetdo de GS néo sofreu alteracdes entre os grupos nas duas regides do
cérebro analisadas (cOrtex e hipocampo), 0 que ja era esperado, uma vez que 0S
niveis circulantes de aménia ndo aumentaram. A expressao cerebral de GS néo é
significativamente aumentada nem mesmo em estados hiperamonémicos, como no
caso da encefalopatia hepatica, em que ocorre 0 aumento de aménia no parénquima
cerebral devido a reduzida capacidade enzimatica da GS de converter amonia em
glutamina (FELIPO; BUTTERWORTH, 2002; SUAREZ; BODEGA; FERNANDEZ,
2002).

Sistemicamente, a GS hepatica atua como um sistema de alta afinidade e baixa
capacidade para a eliminagdo de amonia, independente do ciclo da ureia, o qual atua
com baixa afinidade e alta capacidade de metabolizagdo. Um desbalanco em qualquer
um desses sistemas pode alterar o metabolismo da aménia no organismo (LIMON et
al., 2021). O imunoconteudo de GS no figado e a concentracdo de glutamina no soro
nao sofreram alteracdes entre os grupos. No grupo GBH, pode ter ocorrido um
aumento da regulacdo do ciclo da ureia, pois a concentracdo de amdnia no soro
diminuiu (p = 0,0059). Contraditoriamente, os niveis de ureia sérica ndo aumentaram;
entretanto, uma vez que os rins estejam funcionando normalmente, o sistema renal
buscara o equilibrio da excrecado de nitrogénio (WEINER; MITCH; SANDS, 2015).
Ademais, a diminuicdo dos niveis de amolnia circulante também pode estar
relacionada a sintese proteica aumentada no grupo GBH, o que podera ser melhor

investigado futuramente.
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O contetdo de aménia no liquor € derivado tanto do cérebro quanto do sangue.
A reacdo da GS cerebral para remocéo de aménia tem um rapido turnover, com tempo
de meia-vida de aproximadamente 3 s. Sendo assim, a amoOnia no compartimento
extracelular se difunde rapidamente para o cérebro, onde é convertida a glutamina
(COOPER; PLUM, 1987). Dessa forma, os niveis reduzidos de amoénia encontrados
no liquor de animais GBH provavelmente sdo resultado da diminuicdo da
concentracdo de amonia sérica e ndo do metabolismo cerebral. Outro resultado que

corrobora essa hipétese é a ndo alteracéo dos niveis de glutamina no liquor.

Com relacéo aos parametros da respirometria (SUIT1) para o figado, destaca-
se a reducao da respiragcdo maxima (p < 0,0001) em todos os grupos tratados. Esse
resultado pode ser devido a varios fatores, entre eles uma disponibilidade de substrato
diminuida ou o comprometimento da massa ou integridade mitocondrial (HILL et al.,
2012).

Foi observado um desacoplamento do grupo GBH com relacdo aos grupos
controle e Gly, expresso pelos valores reduzidos de RCR. Esse resultado se
correlaciona com o estudo de Peixoto et al. (2005), em que foram analisados os efeitos
do glifosato e de um herbicida a base de glifosato em mitocondrias isoladas do figado
de ratos. Verificou-se que o glifosato sozinho ndo apresentou efeito significativo na
bioenergética mitocondrial, ao contrario da formulacdo do herbicida, que reduziu a
respiracdo estimulada por ADP e a respiracdo maxima, a qual foi mediada pela
inibicdo parcial dos complexos mitocondriais Il e 1ll. Além disso, se demonstrou que o0
desacoplamento da fosforilagcao oxidativa também esta relacionado a permeabilizacao
nao especifica da membrana mitocondrial, induzida pelo herbicida. Sendo assim, as
diferencas na toxicidade podem ser a um efeito sinérgico do glifosato e dos adjuvantes

da formulagéo.

Através de técnicas de transcriptbmica, metabolémica e protebmica, foi
demonstrado que a exposi¢do cronica a baixas doses de herbicidas a base de
glifosato causa alteracdes hepaticas relacionadas a doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica, cuja principal caracteristica € o desequilibrio do metabolismo lipidico com
acumulo de gordura no figado (MESNAGE et al.,, 2015a, 2017). A expressao de
SREBP1c no figado - um dos principais reguladores transcricionais da sintese e
armazenamento e acidos graxos - ndo se alterou entre os grupos. Tendo em vista que

este € um fator envolvido na sinalizacéo biolégica de diversos processos metabalicos,
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nao € surpreendente que sua expressdo tenha se mantido homogénea entre 0s
grupos. Contudo, a expressao de PPARYy diminuiu em todos os grupos tratados (p <
0,01), enquanto o PPARa aumentou nos grupos Gly e POEA quando comparados ao
grupo controle (p < 0,05).

Apesar desses trés genes estarem envolvidos na regulacdo do metabolismo
lipidico no figado, infere-se que o perfil de expressao encontrado para SREBP1c,
PPARa e PPARy pode n&o estar relacionado com alteragdes lipidicas nesse
tratamento. Nao houve alteracéo de colesterol total e triglicerideos totais no soro dos
animais tratados de todos os grupos. Além disso, também n&o houve acumulo de
triglicerideos hepéticos, exceto por um aumento do grupo Gly comparado ao grupo
POEA (p < 0,05). Estudos apontam que a exposicao ao glifosato e herbicidas a base
de glifosato pode causar aumento de colesterol e triglicerideos séricos, acompanhado
de aumento da expressao de SREBP1c e PPARYy, além da diminui¢gdo de PPARa (LIU
etal., 2021; REN et al., 2019; ZHENG et al., 2021). Considerando que nesse trabalho,
até o momento, investigamos a expressao génica apenas, podemos estar observando
um mecanismo compensatério frente ao aumento da atividade ou retardo na
degradacédo dos fatores. A investigacdo dos niveis proteicos de PPARa e y sera de
grande auxilio para melhor compreenséo dos efeitos do tratamento. Possivelmente, a
dose e tempo de tratamento empregados ndo foram suficientes para observar o
desencadeamento desse processo, 0 que pode ser decorrente de uma resposta

adaptativa do figado.

As CEHSs sao responsaveis por modular a reparacéo do tecido hepatico. Apés
leséo hepatica, as CEHs séo ativadas e adquirem a capacidade de proliferar, migrar
em direcdo as areas danificadas e aumentar a producdo de componentes da matriz
extracelular. Quando ativadas excessivamente, hd o desenvolvimento de fibrose
hepatica (MARRA et al., 2000). Fatores transcricionais estdo envolvidos na
diferenciacéo das CEHs, tais como o PPARYy, o qual é altamente expresso nas CEHs
quiescentes. A expressao e atividade do PPARy é drasticamente suprimida quando
as CEHs possuem o fendtipo ativado (HAZRA et al., 2003). A inducédo da expressao
de PPARYy ou adigdo de agonistas reverte as alteracdes bioquimicas e morfologicas
caracteristicas da ativacdo das CEHSs, o que corrobora a importancia do PPARy nesse
processo (HAZRA et al., 2004; JIN et al., 2016; NAN et al., 2009; SHARVIT et al.,
2013). Considerando que todos o0s grupos tratados apresentaram reducdo da
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expressdao de PPARYy, possivelmente a exposicdo prolongada aos compostos
quimicos desencadeou um processo de recrutamento das CEHs para reversao de um
dano hepatico. Esse resultado se correlaciona com a reducéo da respiracdo maxima
(p < 0,0001) em todos os grupos tratados no SUIT1. E possivel que esse dano aos
hepatocitos esteja relacionado a bioenergética mitocondrial, o que sera melhor

investigado posteriormente.

Como o figado € um 6érgao que metaboliza xenobioticos, os hepatécitos podem
responder a exposicdo aumentando sua atividade metabdlica, resultado da inducéo
da expressao de enzimas metabolizadoras, como a familia CYP450. A hiperplasia das
organelas € causada pelo aumento da sintese proteica, o que pode resultar em
hipertrofia hepética. Esse processo, decorrente da exposi¢cdo a substancias quimicas,
€ uma resposta adaptativa do figado, que pode nao ser considerado um efeito adverso
uma vez que a homeostasia do 6rgao é mantida. A proliferacéo intracelular pode ser
benéfica, uma vez que a célula aumenta sua capacidade metabdlica, reduzindo a
toxicidade do insulto (U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2002). A
avaliacdo da hipertrofia dos hepatdcitos por imunohistoquimica é uma perspectiva
futura desse estudo, que pode confirmar essa hipétese. Outra evidéncia que aponta
para a manutencao da homeostase hepéatica a partir da hipertrofia hepatocelular é a
ndo alteracdo da atividade sérica de AST e ALT, cujo aumento é um indicativo de
disfuncéo hepdtica. Outros tratamentos com doses baixas de glifosato e herbicida a
base de glifosato em ratos também néo alteraram a atividade de AST e ALT no soro
(DECHARTRES et al., 2019; TANG et al., 2017).

Considerando que, possivelmente, ndo ocorreram altera¢cdes do metabolismo
lipidico, o aumento de PPARa observado nos grupos Gly e POEA (p < 0,05) é
decorrente de outra alteracéo bioquimica. Além de estar envolvido em processos de
lipdlise como a regulacdo da beta-oxidagéo, o PPARa também tem papel fundamental
na regulacédo transcricional de enzimas da familia CYP450 nos hepatécitos (CIZKOVA
et al.,, 2012; THOMAS et al., 2015). Foi demonstrado que a exposi¢cao ao glifosato
pode inibir algumas enzimas da familia CYP450 in vitro em microssomas hepaticos
humanos (ABASS; TURPEINEN; PELKONEN, 2009), bem como a exposicdo a
herbicidas a base de glifosato em microssomas hepaticos de roedores (HIETANEN;
LINNAINMAA; VAINIO, 1983; LARSEN et al.,, 2014) e no figado do embrido de
galinhas (FATHI et al., 2020). Dessa forma, a exposicéo ao glifosato e POEA pode ter



78

regulado positivamente o PPARa na tentativa de aumentar os niveis de enzimas
CYP450 para a detoxificacdo dessas substancias. Ainda resta entender se de fato ha
diminuicdo da expressao dessas enzimas CYP450 nesses animais e por qual motivo
a associacdo de glifosato e POEA (grupo Gly+POEA) ou a presenca de outros

adjuvantes (grupo GBH) nédo causou o aumento da expressao de PPARa.

A analise da respirometria revelou um aumento da respiracao ndo-mitocondrial
no grupo GBH para substratos lipidicos (SUIT2) e no grupo Gly para substratos ndo
lipidicos (SUIT1). O aumento da respiracdo nao-mitocondrial pode estar relacionado
com a elevacédo de espécies reativas de oxigénio e a atuacdo de oxidases (HILL et al.,
2012). Ainda resta entender porque houve um aumento dependente do tipo de

substrato fornecido a preparagédo mitocondrial e em grupos diferentes.
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6 CONCLUSAO

Esse estudo buscou avaliar, a partir de uma abordagem central e periférica, os
efeitos neurotoxicos da exposi¢éo ao glifosato, na sua forma isolada, junto ao principal
adjuvante e em uma formulacdo comercial. Adicionalmente, avaliamos os efeitos da
POEA, principal adjuvante adicionado as formulacdes de herbicidas a base de
glifosato. Até o momento, nenhum modelo experimental tinha investigado a possivel
contribuicdo do metabolismo hepatico na neurotoxicidade do glifosato, bem como
discriminado os efeitos neurotoxicos causados pelo principio ativo, o principal
surfactante do herbicida e os demais compostos quimicos desconhecidos que

constituem o restante das formulagdes.

Os resultados obtidos evidenciaram efeitos em todos 0s grupos experimentais.
Os tratamentos foram capazes de induzir significativamente ou potencialmente
prejuizo na memoria de trabalho, mudancas no perfil de aminoacidos no liquor,
hipermetabolismo da glicose no estriado e diminuicdo da respiracdo mitocondrial

méaxima no figado.

Outros efeitos foram mediados pela exposicdo ao glifosato apenas, como o
aumento de GFAP e iINOS no cértex e 0 aumento da respiracdo ndo-mitocondrial no
figado no SUIT1. Destaca-se o fato de que, até o0 momento, ndo houve alteracdes
significativas no hipocampo a nivel de expressao génica e de proteinas para nenhum
composto administrado, o que pode ser atribuido a maior plasticidade dessa regiao

cerebral.

A exposicdo a POEA apresentou um efeito toxico sinérgico ao glifosato na

respiracdo ligada a producdo de ATP no SUIT1 de hipocampo, assim como na

respiracdo mediada pelos complexos | e |l e respiracdo maxima no SUIT2 de figado.

Efeitos mediados apenas pela exposi¢do ao GBH foram o aumento de GLT-1
no cortex, as alteragbes relacionadas ao metabolismo da amoénia nos fluidos e no

figado e o aumento da respiracdo nao-mitocondrial no figado no SUIT2.

A hipoétese inicial de que o tratamento causaria alteracdes no metabolismo
lipidico com diminui¢éo da oxidag&o de &cidos graxos, acumulo de lipidios no figado,

alteracdo da expressao de reguladores chave e aumento de lipidios circulantes néo
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se confirmou com a dose e tempo de exposi¢cdo empregados. E possivel que esse
seja um efeito crénico tardio. Sinais de hepatotoxicidade ndo foram observados por
andlises bioquimicas classicas, mas ainda serédo confirmados por analise histolégica.
Tendo em vista que o tratamento empregado ndo foi agudo, a sensibilidade para

verificar alguns efeitos pode ser limitada dependendo da técnica utilizada.

O estriado mostrou-se um alvo promissor para investigacoes futuras a partir do
experimento exploratério de PET-FDG, o0 que ndo estava previsto inicialmente. Além
disso, descobrir se o glifosato é capaz de atravessar a BHE, em que extenséo e se 0s
adjuvantes interferem nesse transporte sera fundamental para entender se alguns

efeitos neurotdxicos s@o decorrentes da interagao do glifosato in situ.

Futuramente, investigar como algumas alteracfes sdo mediadas através do
estudo da expresséo e atividade de moduladores das vias bioquimicas alteradas trara
novas perspectivas e um entendimento mais aprofundado. Até o momento, pode-se
observar que o modelo experimental poderd trazer novas evidéncias sobre o0s
mecanismos iniciais de toxicidade do glifosato. O estudo aprofundado dessas
mudancas metabdlicas sutis é fundamental na translacionalidade dos achados, uma
vez que a populacdo em geral € exposta a doses baixas de glifosato ao longo da vida.
Assim, é possivel que as alteracdes metabdlicas causadas pela exposicao ao glifosato
possam contribuir como fator de risco ambiental para a progresséo de doencas a longo

prazo.

Nossos resultados demonstram que o estudo da neurotoxicidade do glifosato e
seus adjuvantes a partir de uma abordagem central e sistémica é capaz de elucidar
mecanismos de forma mais abrangente e complexa, o que pode contribuir para o
entendimento dos riscos a longo prazo decorrentes da exposi¢éo ao glifosato. A partir
de estudos mais translacionais, evidéncias consistentes de que a exposi¢cdo aos
agrotoxicos € prejudicial pode levar a medidas regulatorias de protecdo a saude

publica mais apropriadas e rigorosas.
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7 PERSPECTIVAS

Pode-se sugerir os seguintes trabalhos associados a esta pesquisa, em

decorréncia dos resultados obtidos:

1. Desenvolvimento e validacdo de um método bioanalitico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia para quantificacdo de glifosato e seu principal metabdlito (acido
aminometilfosfénico - AMPA) em liquor, soro e tecido cerebral. O método ja foi

desenvolvido e parcialmente validado para liquor.

2. Estudo da toxicocinética cerebral do glifosato, com o objetivo de entender se a
substancia é capaz de atravessar a BHE e em que extensado. Alguns animais (a parte
desse tratamento) foram administrados com glifosato e tiveram seus fluidos e cérebros
coletados. A quantificacdo de glifosato e AMPA sera realizada quando o método
bioanalitico estiver completamente validado para todas as matrizes biolégicas a serem

analisadas.

3. Tratamento de uma nova coorte de animais para aumento de tamanho amostral e
verificacdo de algumas inconsisténcias experimentais (variabilidade dos resultados de
respirometria, inconsisténcias comportamentais no grupo controle, valores de p quase

significativos em algumas técnicas, entre outros).

4. Realizacdo de experimentos com os fluidos e tecidos ja coletados, como
imunohistoquimica de cérebro (reatividade astrocitaria) e figado (sinais de
hepatotoxicidade), investigacdo de parametros de estresse oxidativo, dinamica
mitocondrial, quantificagdo de glifosato e AMPA nos fluidos e tecido cerebral, entre

outros experimentos.
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ANEXO 2 — MATERIAIS E METODOS

Tabela 1 — Descricdo dos anticorpos primarios utilizados no Western Blot.
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Anticorpo Diluicao Cadigo Fabricante
B-actina 1:10000 ab441 Sigma
B-tubulina 1:10000 ab6046 Abcam
GAPDH 1:10000 G8795 Sigma

GFAP 1:1000 3670 Cell Signalling
GLT-1 1:1000 ab41621 Abcam
GS 1:10000 G2781 Sigma
MAO-B 1:1000 ab67297 Abcam
iINOS 1:1000 SAB4502011 Sigma

Fonte: Autor, 2022.

Tabela 2 — Descricdo dos primers utilizados no RT-gPCR.

Gene Sequéncia do DNA (5’-3’) Produto (pares de base)
B-ACTINA F - CTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 63
R - ATATCGTCATCCATGGCGAAC
GFAP F — AACCGCATCACCATTCCTGT 123
R - CATCTCCACCGTCTTTACCAC
PPARa F — GGGTCATACTCGCAGGAAAG 82
R - GTCTTCTCAGCCATGCACAA
PPARG1 F — CTCCTGTTGACCCAGAGCAT 131
R - AGAGAGGTCCACAGAGCTGA
SREBPF1 F - TGACCGACATCGAAGACATGC 82

R - CCAGCATAGGGGGCATCAAA

Fonte: Autor, 2022.
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ANEXO 3 - APROVACAO DO CEUA

~UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA ﬁc E.‘:‘ “AA
UNVERSIOADE FEDERM. Comissdo De Etica No Uso De Animals
DO MO GHANDE DO BUL
CARTA DE APROVACAO
Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:
Nimero: 37876
Titulo:

EFEITOS DO GLIFOSATO NO METABCLUISMO CEREBRAL E PERIFERICO DE RATOS
WISTAR

Vighncia: 21/06/2016 & 311272021

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

Ecuanto Rigon Zimmer - cocrdenacor desde 21/082019

DIOGO ONOFRE GOMES DE SOUZA - pesquisador desce 21/082019

MARCDO ANTONIO ZACHIA AYUB - pesquisador desde 21082018

MIRNA BAINY LEAL - pesquisador desde 21/08/2018

Débors Guenms e Souzs - pesqusador desde 21082019

Famela Cristina Lukasewicz Farmara - pesquisador desde 21082018

CHRISTIAN LIMBERGER - zzz Outra Fungio zzz desds 210872019

ANA CRISTINA LAYDNER JOLY DE OLIVEIRA - zzz  Oulrs Fungdo x2z deade 21/068/2019
ANDRELA SILVA DA ROCHA - Aluno de Doutorado desde 21082018

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou © mesmo , em reunido realizads em
258/11/2019 - Planarinho - Andar Térreo do Prédio da Reltoria - Campus Centro/UFRGS -
Bairro Farroupitha - Porto Alegre/ RS, em seus aspectos éticos e metodoldgicos, para a
utilizagdo de 144 Ratos Wistar machos de 30 diss serdo obtidos no CREAL - UFRGS.
Também serdo utilizados 12 ratos Wistar neonatos fornecidos sem as mées pelo blotério
setorial do Departamento de Bioguimica do ICBS ou pelo CREAL; de acordo com os
preceitos das Diretrizes @ Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11,754 de
08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, @ as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), que disciplinam a
produgdo, manutengso a'‘ou utilizagéo de animals do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) em atividade de ensino ou pesquisa,

Foa Negre, SeetoFora de Dezomiteo oo 2018
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