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Resumo

O alto consumo de agrotoxicos historicamente utilizados, em especial o0s
herbicidas a base de glifosato (HBG), faz com o Brasil seja, desde 2008, o maior
consumidor mundial desses produtos. Sugere-se que a exposi¢cdo ocupacional de
agricultores, devido o manejo inadequado, falta de utilizacdo de equipamentos de
protecdo individual e a exposicdo ambiental da populacdo, devido a presenca de
residuos de agrotéxicos na agua e/ou alimentos, possam ser relacionadas a diversas
situacdes patologicas e agravos a saude. O objetivo deste trabalho € relatar dados ja
obtidos pelo grupo de pesquisa em Bioguimica e Sinalizacao Celular da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) ao investigar os efeitos da exposi¢cdo materna ao
HBG sob diferentes parametros em tecidos da prole. Para tanto, ratas Wistar foram
expostas a 1% de HBG na agua de beber a partir do 5° dia da gestacao até a prole
completar 15 dias pdés-natal. Nossos resultados demonstraram que a exposicao
materna ao HBG afeta diferentes tecidos de mamiferos durante o desenvolvimento.
Foi demonstrado: 1) neurotoxicidade em células hipocampais da prole, o que se
sugere estar relacionado a excitotoxicidade glutamatérgica; 2) aumento da atividade
das aminotransferase no sangue da prole, sugerindo uma possivel hepatotoxicidade;
3) interferéncia na microbiota e histomorfologia intestinal da prole. Por fim, estas
conclus@es sugerem que a populacdo pode estar vulneravel aos danos da exposi¢ao
a HBG. Assim, com este estudo pretende-se alertar a populacdo sobre os riscos da
exposicao a HBG, e contribuir com a producdo de material de divulgacdo para as
agéncias reguladoras.

Palavras-chave: Herbicida a base de glifosato, mamiferos e intoxicacdo ambiental.
Introducao

Desde 2008 o Brasil € o maior consumidor mundial de agrotdxicos, o que
colocou o pais entre os maiores produtores mundiais de alimentos. Sendo que muitas

! Doutoranda em Farmécia, UFSC, katiuska.marins@posgrad.ufsc.br
2Graduanda em Farmécia, UFSC, carol.wajima@gmail.com

3 Doutoranda em Farmacia, UFSC, pacesconetto@gmail.com

4 Doutoranda em Bioquimica, UFSC, sandra.garcia@ifsc.edu.br
5Doutora em Farmécia, UFSC, dadacatt@hotmail.com

6 Doutoranda em Farmécia, UFSC, krla_elise@hotmail.com

7 Mestre em Bioquimica, UFSC, alessandra.hellbrugge@uol.com.br

8 Doutora em Bioquimica, UFSC, ariane.zamoner@ufsc.br



Il SIMPOSIO EM SAUDE E ALIMENTACAO DA

UNIVERSIDADE
g) :Figlls\lr'il"zll-RDAASUL UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRQNTEIRA ]
CAMPUS CHAPECO SUL — CAMPUS CHAPECO Simpo.
ISSN: 2526-9917 Saude e Alimentacao

vezes, 0 aumento da produtividade esta aliado a utilizacdo de agrotéxicos (SILVA,
2017; ABRASCO, 2015). Pignati e colaboradores (2017) demonstram que o Estado
brasileiro que mais consome agrotéxico € o Mato Grosso, seguido por Parana e Rio
Grande do Sul. Santa Catarina ocupa a 10° posigéo neste ranking.

A exposicdo a agrotoxicos esta associada ao aparecimento de doencas
neurodegenerativas (Wang et al., 2011), ou como fator de risco para linfoma N&o-
Hodgkin (SCHINASI; LEON, 2014), autismo (ARGOU-CARDOZO; ZEIDAN-CHULIA,
2018) e cancer de cabeco e pescoco (BRASIL et al., 2018).

Entre os varios agrotoxicos utilizados na agricultura, o principio ativo mais
popular é o glifosato [N-(fosfonometi)glicina] sendo néo seletivo com amplo espectro
de acéo, representando cerca de 60% desde mercado mundial e ocupando posi¢céo
de destaque no ranking brasileiro entre os 10 ingredientes ativos mais
comercializados.

Em Nota Técnica publicada pela ANVISA, n® 23 de 2018, o glifosato nao
apresenta caracteristicas mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas, ndao é
desregulador enddécrino e ndo € toxico para a reproducdo. Neste documento foi
determinado que a Ingestao Diaria Aceitavel de glifosato é de 0,5 mg/Kg pc/dia. Esta
ainda aborda o parecer de outras agéncias reguladoras internacionais, como a
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés International Agency
for Research on Cancer), vinculada a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que
considera o glifosato um provavelmente carcinogénico para humanos, enquanto
outras agéncias, como a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA, do
inglés European Food Safety Authority), o Instituto Federal Aleméo de Avaliacao de
Riscos (BfR, do inglés German Federal Institute for Risk Assessment) e a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, do inglés United States
Environmental Protection Agency), concluiram que € improvavel que o glifosato seja
carcinogénico para humanos (ANVISA, 2018).

Os agrotoxicos vém ganhando destaque nos noticiarios devido a detec¢éo da
presenca dessas substancias na agua e alimentos para consumo humano. Em 2019,
foi divulgado relatério do Sistema de Informacéo de Vigilancia da Qualidade da Agua
para Consumo Humano (Sisagua), que reune os resultados de testes feitos pelas
empresas de abastecimento, no periodo de 2014 e 2017, sendo detectado na agua
todos os 27 pesticidas que as empresas de abastecimento tém obrigatoriedade de
testar por lei, dentre eles o glifosato. As trés capitais do Sul do Brasil estdo entre os
locais com contaminagdo multipla (ARANHA; ROCHA, 2019).

Além da contaminacao dos recursos hidricos, os agrotoxicos também podem
estar presentes na forma de residuos em alimentos. O Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), coordenado pela ANVISA monitorou
entre os anos de 2013 a 2015 amostras de alimentos de origem vegetal, relatando
que 19,7% das amostras apresentaram resultados insatisfatérios quanto ao limite
permitido para residuos de agrotoxicos. Vale ressaltar que os agrotéxicos glifosato e
2,4-D, os mais comercializados no Brasil, ndo foram incluidos nas analises, pois
necessitam de metodologia especifica (ANVISA, 2016).

O glifosato consta na lista de ingredientes ativos de uso autorizado no Brasil
(ANVISA, 2017a), porém em 2019, a ANVISA abriu consulta publica que trata de sua
reavaliagdo, determinado pela RDC n° 10 de 2008 (ANVISA, 2017b). Conforme a
Portaria n° 2.914 de 2011, o valor maximo permitido de glifosato e seu metabdlito
principal acido aminometilfosfénico (AMPA) em agua destinada ao consumo humano
é de 500 pg/L (BRASIL, 2011).
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Esta frequente deteccdo de residuos de agrotdxicos tanto na dgua de beber
como em alimentos demonstra o quanto a populacéo rural e urbana esta vulneravel a
este “agente invisivel”. De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2016), a
exposicdo humana a agrotoxicos representa um problema de saude publica, o qual
muitas vezes deve ser enfrentado com a implementag¢do de politicas publicas que
visem a saude da populacao.

Visto esta problemética, o grupo de pesquisa em Bioquimica e Sinalizagdo
Celular da UFSC buscou investigar os mecanismos subjacentes a toxicidade induzida
pela exposicdo materna a HBG em modelo de mamifero.

Objetivos

O objetivo deste trabalho é relatar alguns dados ja obtidos pelo grupo de
pesquisa em Bioquimica e Sinalizacdo Celular da UFSC ao estudar os efeitos e 0s
mecanismos subjacentes a toxicidade induzida pela exposicdo materna ao HBG
durante os periodos de prenhes e aleitamento sobre diferentes sistemas corpéreos da
prole.

Delineamento e Métodos

Ratas fémeas prenhas (linhagem Wistar) foram provenientes do Biotério
Central da UFSC. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e expostos a um
ciclo claro/escuro de 12/12 horas em sala climatizada com temperatura de 21°C e com
racao e agua ad libitum. Todos os animais foram monitorados e mantidos conforme
as recomendacfes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Sendo que o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFSC sob numero 8510150517.

As fémeas foram expostas a 1% de formulacdo comercial de HBG - equivalente
a 0,36% de glifosato, na forma de sal de isopropilamina -, na agua de beber a partir
do 5° dia de gestacado e o tratamento prosseguiu até os filhotes completarem 15 dias
pos-natal, o qual corresponde ao periodo imaturo de desenvolvimento. Os animais
controles receberam agua da torneira durante o mesmo periodo. A dose materna de
HBG foi equivalente a 70 mg/Kg/dia (NOAEL, nivel de dose sem observacéo de efeito
adversos) de glifosato, sendo que a toxicidade materna € de 1000 mg/Kg/dia (EPA,
1993; WILLIAMS, KROES; MUNRO, 2000). Ao completarem o 15° dia pds-natal, a
prole foi decapitada, coletado o sangue com posterior dissecacdo dos tecidos de
interesse. Estes foram homogeneizados em tampdes especificos dependendo da
andlise a ser realizada.

Resultados e Discusséo

O modelo experimental acima citado é desenvolvido pelo grupo de pesquisa
em Bioquimica e Sinalizacdo Celular da UFSC, com o qual ja foi possivel identificar
varias alteracbes em parametros bioquimicas, celulares, morfolégicos e de
desenvolvimento na prole apdés exposicdo materna a HBG. Foi demonstrado
inicialmente que a formulagéo comercial de HBG promove o aumento da liberacéo e
diminuicdo da captacdo do aminoacido excitatério glutamato em hipocampo de ratos
imaturos, levando a ativacao dos receptores glutamatérgicos, em especial 0 NMDA,
com consequente aumento no influxo de Ca?* e modulagdo de diferentes vias de
sinalizacdo celular, como demonstrado em estudo ja publicado por Cattani (2014) e
Cattani (2017). Sendo que estes processos parecem estar induzindo o fenébmeno de
excitotoxicidade glutamatérgica, corroborado também para as demais alteracdes que
foram observadas no metabolismo de aminoéacidos: inibicdo da glutamina sintetase,
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modulacdo de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
acumulo de aminoacidos neutros e inducdo de estresse oxidativo (CATTANI, 2014;
CATTANI, 2017).

Concomitantemente, foi estudado a participacdo do figado neste processo
toxicolégico, visto que este tecido € muito susceptivel a exposi¢cao de contaminantes
ambientais e € responsavel por funcdes fundamentais no organismo, como por
exemplo eliminar toxinas. Foi demonstrado que a formulacdo comercial de HBG pode
comprometer diferentes vias metabdlicas no figado, pelo aumento na atividade das
enzimas hepaticas ALT e AST, importantes na interconverséo entre o metabolismo de
proteinas e de carboidratos. A exposicdo materna ao HBG aumentou o influxo de Ca?*
no figado, o que pode levar a ruptura da homeostase do calcio, promovendo estresse
oxidativo e, provavelmente, morte celular. Nos animais expostos a HBG foi detectado
aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como elevacao
no conteudo de &cido tiobarbitarico (TBARS) e carbonilacdo de proteinas, além de
alteracdo na atividade das enzimas antioxidantes e consequente dano oxidativo. A
exposicao crénica a HBG induziu hepatotoxicidade com elevacéo na atividade sérica
das enzimas ALT, AST e gama glutamil transferase (GGT), considerados marcadores
periféricos de dano hepéatico. Além disso, foi observado que o tratamento com HBG
foi capaz de aumentar a concentracdo de ferro total na prole imatura sugerindo
hemocromatose secundaria e, também aumentou a concentracdo de ferro livre no
organismo dos animais, de modo que o Fe?*, via reacdo de Fenton, levou a formacéo
de EROs. Estes eventos foram acompanhados de morfologia hepatica inalterada
(RIEG, 2016).

A partir destes resultados, foi hipotetizado que poderiam estar ocorrendo
alteracbes também no intestino destes animais, devido sua relevancia como via de
entrada de compostos toxicantes presentes na agua e/ou alimentos contaminados. A
relacdo cérebro-intestino tem interessado muitos pesquisadores, podendo ser
chamado de “segundo cérebro” do corpo, devido a presenca de neurbnios e
neurotransmissores. Foi demonstrado que a exposicdo materna a formulacao
comercial de HBG causa estresse oxidativo e inflamac&o no colén final da prole.
Dessa forma, ap0s a exposi¢cao, a microbiota intestinal (presente nas fezes) estara em
contato com este composto. Sendo que os HBG inibem a via do Chiguimato presente
em bactérias e essencial para producdo de aminoacidos aroméaticos. Foi demonstrado
gue a exposicao a HBG interfere com a microbiota intestinal e afetam a histomorfologia
intestinal. Os dados demonstram alteracfes ultra estruturais nas células intestinais.
Além disso, observou-se diminuicdo no conteddo de muco no intestino
(HELLBRUGGE, 2019).

Por fim, a exposi¢cdo materna ao HBG ocasionou uma perturbacdo no sistema
cerebral, hepético e digestério, o que contribui para o entendimento dos processos
relacionados a exposicao de agrotdxicos. Sendo que outros estudos ainda devem
realizados para investigar 0os mecanismos subjacentes relacionados a estes
processos. A Figura 1 demostra de forma esquematica os resultados acima citados.
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Figura 1. Desenho esquematico de alteracfes em ratos imaturos ap0s exposicao
materna a herbicida a base de glifosato (HBG)
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A exposicdo materna a HBG provoca altera¢des no hipocampo, figado, intestino e cdlon final de ratos
com 15 dias pos-natal, causando neurotoxicidade, hepatotoxicidade e interferéncia na microbiota e
histomorfologia intestinal. ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. EROs:
espécies reativas de oxigénio. GGT: gama glutamil transferase.

Fonte: Elaborado pelo autor, através do programa “Mind the Graph”. Disponivel em:
https://mindthegraph.com/profile/katiuskamarins/infographic-145095

Considerac0des Finais

Este trabalho objetivou demonstrar dados ja obtidos pelo grupo de pesquisa em
Bioquimica e Sinalizacdo Celular da UFSC ao investigar os efeitos da exposicéo a
HBG em organismos nao alvo, como os mamiferos. Foi demonstrado que os HBG séo
danosos aos mamiferos quando na fase de desenvolvimento, por causarem toxicidade
no sistema cerebral, hepatico e digestivo, o que pode explicar, em parte, o processo
de intoxicacdo decorrentes da exposicao a esta classe de agrotoxicos.

Ademais, o entendimento de alvos celulares e moleculares, bem como das vias
de sinalizacdo da acdo destes agrotoxicos, poderdo fornecer futuros alvos para
intervencao terapéutica, preventiva e/ou diagndstica em prol da melhora na qualidade
de vida dos individuos expostos e na diminuicdo dos riscos de desenvolvimento de
patologias supostamente associadas a sua exposi¢cao crénica. Bem como, fornece
evidéncias aos 0Orgaos regulamentadores quanto ao controle do uso destas
substancias.
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