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RESUMO

BRUSCHI, R.F. Exposi¢cdo ao herbicida a base de glifosato durante o periodo
peripuberal potencializa alteracées no sistema antioxidante e na atividade da
enzima colinesterase em camundongos adultos submetidos a dieta
hiperlipidica. 91 Paginas. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pds-Graduagdo em
Biociéncias e Saude, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Campus Cascavel,
Unioeste, 2020.

Tem sido apontado que intervengdes ambientais como a exposicéo a pesticidas em
periodos criticos do desenvolvimento (janelas da programacéo) leva a uma série de
disfuncbes metabdlicas, existindo uma possivel correlagdo com a epidemia mundial
de obesidade. Os herbicidas a base de glifosato (GBH), s&o os mais utilizados no
mundo. Apesar de ser aparentemente seguro, é considerado provavel desregulador
enddcrino, carcindégeno, indutor do estresse oxidativo, anticolinesterasico, além de
outros diversos problemas. Avaliamos se a exposicdo peripuberal ao GBH
potencializa as alteracbes no sistema antioxidante e na enzima colinesterase nos
tecidos hepético, hipotalamico e muscular em camundongos machos e fémeas
induzidos a obesidade na idade adulta por meio de dieta hiperlipidica (DH). Além
disso, verificamos se a exposicdo ao GBH durante periodo peripuberal exacerba os
efeitos deletérios da obesidade em animais que receberam DH. O grupo amostral foi
composto por 47 camundongos machos e fémeas, quando completaram 30 dias de
vida os animais foram divididos em relagéo ao sexo e o tipo de exposi¢ao, controle
(CTL) e herbicida a base de glifosato (GBH). O grupo CTL recebeu agua por gavagem
e o0 grupo GBH recebeu por gavagem o herbicida na concentracdo de 50mg.kg~, uma
dose considerada baixa, na qual a populacéo é exposta cronicamente. Aos 60 dias de
vida (idade adulta), os animais foram separados em relagédo a dieta, sendo elas;
padréao (DP) e hiperlipidica (DH), por conseguinte, foram criados os grupos; CTL-DP;
CTL-DH; GBH-DP; GBH-DH. Aos 150 dias de vida, foram obtidas as medidas
biométricas dos animais, em seguida foram anestesiados e realizada dissecacéo dos
tecidos adiposos, figado, hipotdlamo e musculo s6leo. Nos trés ultimos tecidos, foi
averiguado a atividade do sistema antioxidante enzimético, quantificamos
malondialdeido para determinar nos niveis de lipoperoxidacdo (LPO) e avaliamos as
colinesterases. Nas andlises estatisticas, foi utilizado o programa R, sendo aplicado
uma Andlise da Variancia Fator Triplo, posteriormente aplicada a analise dos
componentes principais, com nivel de significancia de (p<0,05). Os animais GBH-DH
tendem a ser mais pesados em ambos 0s sexos em relacao outros grupos, de maneira
similar é visto nas fémeas, com indice Lee e tecidos adiposos mais elevados.
Evidenciamos maiores atividades enzimaticas e reacao de LPO no figado das fémeas
GBH-DH, quando comparadas ao GBH-DP e CTL-DP. No tecido muscular, foi
verificado reducdes nas atividades enzimaticas e aumento da LPO em fémeas GBH-
DH, quando comparadas ao GBH-DP e CTL-DP. Nos machos nédo constatamos
diferencas estatisticas. Com essa pesquisa, verificamos que a exposicdo ao GBH
durante o periodo peripuberal potencializou alteragdes no sistema antioxidante e ChE
nas fémeas que receberam dieta hiperlipidica, sendo que tais alteracdes ocorreram
no figado e musculo séleo. Além disso, demostramos indicios de efeitos obeségenos
quando organismo é submetido ao herbicida e ao segundo hit (DH), podendo
amplificar os efeitos da programacao.

Palavras chaves: agrotoxicos, janelas criticas, obesidade, estresse oxidativo.



ABSTRACT

BRUSCHI, R.F. Exposure to Glyphosate-based herbicide during the peripubertal
period potentiates changes in the antioxidant system and cholinesterase
enzyme activity in adult mice submitted to high-fat diet. 91 pages.
Dissertation (masters). Post-Graduation Program in Biosciences and Health, Center
for Health and Biological Health Sciences, Cascabel Campus, Unioeste, 2020.

It has been pointed out that environmental interventions such as exposure to pesticides
in the development critical times (programming windows) lead to a series of metabolic
disorders, there are possible correlation with a global obesity epidemic. Glyphoste-
based herbicide (GBH) are the most used in the world. Although it is apparentley safe,
it is considered a probable endocrine disruptor, carcinogen, oxidative stress inducer,
anticholinesterase, in addition to several other problems. We evaluated whether
peripubertal exposure to GBH potentiates changes in the antioxidant system and in
the cholinesterase enzyme in the liver, hypothalamic and muscle tissues in male and
female mice induced to obesity in adulthood by means of a hyperlipidic Diet (DH). Also,
we verified whether exposure to GBH during the peribubertal period exacerbates the
deleterious effects of obesity in animals that received DH. The sample group consisted
of 47 male and female mice, when they completed 30 days of life the animals were
divided according to sex and type of exposure, control (CTL) and glyphosate-based
herbicide (GBH). The CTL group received water by gavage and GBH group received
by gavage the herbicide at a concentration of 50mg.kg, considered a low dose, in
which the population is chronically exposed. At 60 days of life (adulthood) the animals
were separated in relation to diet, that are; standard (DP) and hyperlipidic (DH).
Therefore, groups were created; CTL-DP; CTL-DH; GBH-DP; GBH-DH. At 150 days
of life were obtained the biometric measurements of the animals, then they were
anesthetized and performed the dissection of the soleus muscle, hypothalamus, liver
and adipose tissues. In the last three tissues, it was checked the enzymatic antioxidant
system activity. We quantified malondialdehyde to determine the levels of
lipoperoxidation (LPO) and evaluatedthe cholinesterases. In the statistical analyses, it
was used the R program and applied an analysis of the triple factor variance,
subsequently applied to the analysis of the main components, with a significance level
of (p<0,05). GBH-DH animals tend to be heavier in both sexes compared to other
groups, similarly seen in females, with a higher Lee index and adipose tissues. We
showed greater enzymatic activities and LPO reaction in the liver of GBH-DH females,
when compared to GBH-DP and CTL-DP. In the muscle tissue was verified reductions
in the enzyme activities and an increase of LPO in GBH-DH females, when compared
to GBH-DP and CTL-DP. In males no statistical differences founded. With this
research, we checked that exposure to GBH during peripubertal period potentiated
changes in the antioxidant system and ChE in females which received hyperlipidic diet
and such changes occured in the liver and soleus muscle. In addiction, we show
evidence of obesogenic effects when the organism is subjected to the herbicide and
the second hit (DH), which can amplify the effects of programming.

Key Words: Pesticides, Critical Windows, Obesity, Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

Estudos das origens desenvolvimentistas da salude e da doenca (DOHaD)
analisam o efeito das exposi¢cdes ambientais em varios periodos importantes do
desenvolvimento (SILVEIRA et al., 2007). Sabe-se, que eventos adversos ocorridos
no inicio da vida podem causar alteracdes na expressdo da carga genética do
individuo, podendo causar doencgas por toda a vida (DESAI; JELLYMAN; ROSS,
2015).

Determinadas fases na qual o individuo tem uma maior vulnerabilidade s&o
denominadas de periodos ou janelas criticas do desenvolvimento. Sdo caracterizadas
pela intensa proliferacdo celular, diferenciacdo e rapida expanséo tecidual (XAVIER
et al., 2015). Estagios da vida como pré-natal, pds-natal, infancia, puberdade e
adolescéncia, sdo fases caracterizadas por um alto grau de plasticidade, sendo
considerados periodos criticos durante os quais podem ocorrer a programacao
metabdlica (SILVEIRA et al., 2007).

Atualmente tem sido muito questionado sobre efeitos deletérios que o0s
agrotoéxicos podem ocasionar na saude populacional, sdo produtos usados em larga
escala para controle de pragas e ervas daninhas e estdo relacionadas a diversas
disfuncdes metabdlicas (OMS, 2010). Os consumidores sao frequentemente expostos
a niveis residuais dessas substancias em alimentos (OMOIKE et al., 2015). Muitos
destes produtos séo persistentes no meio ambiente, contaminando o solo e os rios,
podendo ainda ser transportados para outras localidades (WAISSMANN, 2002). Vale
enfatizar que a exposicédo a diferentes xenobibticos (compostos quimicos estranhos
ao organismo) podem aumentar os efeitos deletérios sobre a saude a longo prazo (DU
et al., 2014), salientando que a exposi¢céo a essas substancias em determinadas fases
do desenvolvimento pode estar relacionada ao desenvolvimento da obesidade
(NEWBOLD et al., 2008).

Um dos agrotéxicos mais utilizados atualmente sédo os herbicidas a base de
glifosato (GBH), substancia considerada de baixo risco para humanos e outros
animais (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000). Entretanto, estudos demonstram que
o composto é um provavel disruptor endécrino (ROMANO et al., 2009; DEFARGE, et
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al., 2016), carcindgeno, genotoxico e indutor do estresse oxidativo (BRUSICK et al.,
2016). E possivel que o GBH também interfira na atividade das colinesterases, que
sdo grupos de enzimas presente no sistema colinérgico responséveis pela hidrélise
da acetilcolina (MENENDEZ-HELMAN, et al., 2012; MILIC, et al., 2018).

Um dos meios indiretos de avaliar o balango redox € por meio da atuacéo do
sistema antioxidante, ou produtos finais dos danos oxidativos, como por exemplo a
quantificacdo de malondialdeido (MDA) (SAVINI et al., 2013). As colinesterases
também sdo conhecidas para diagndstico de efeitos neurotdxicos em organismos nao
alvo (NIMET; GUIMARAES; DELARIVA, 2017). Todavia, a maioria dos estudos
realizado sobre toxicidade do GBH foi realizada em peixes, que sdo considerados
organismos sensiveis, sendo que normalmente a exposicdo € aguda e em
concentracdes elevadas (LUSHCHAK et al., 2009; MODESTO; MARTINEZ, 2010;
ORTIZ-ORDONEZ et al., 2011). S&0 necessarias pesquisas em outros modelos
experimentais, sendo de grande relevancia nos mamiferos. Além do mais, essas
pesquisas normalmente sdo realizadas em animais adultos, e caso nao resultem em
danos deletérios, tais substancias sao consideradas seguras (GORE et al., 2019).

Diante do que foi abordado inicialmente sobre os periodos criticos de
exposicao, nessa pesquisa nés demonstramos os efeitos da exposicdo ao GBH
durante o periodo peripuberal e as potenciais altera¢cdes nas enzimas do sistema
antioxidante e colinesterase em camundongos que foram induzidos a obesidade por
dieta hiperlipidica na fase adulta. Ressalta-se, que a exposicdo a um agente
estressante em uma fase de alta plasticidade pode resultar em uma resposta
exagerada aos estressores subsequentes “segundo hit” (MESSER et al.,, 2015),
justamente por isso, em nosso estudo, os camundongos quando adultos receberam
dieta hiperlipidica.

As analises enzimaticas foram realizadas no figado pelo fato deste participar
de diversas fun¢des metabdlicas, no hipotalamo por ele estar envolvido na sintese de
horménios e no controle do balanco enérgico, também no musculo séleo pelo fato de
ser oxidativo e com abundancia de mitocondrias (GUYTON, 2011). Além disso, essa
pesquisa verificou a possibilidade do GBH ser uma substancia obesogénica,
avaliando-se os tecidos adiposos retroperitoneal, perigonadal e marrom, bem como
medidas corporais. Sendo assim, nossa hipotese foi que ao expor os camundongos
ao GBH no periodo peripuberal e posteriormente a administracdo do segundo agente

estressante (deita hiperlipidica) as alteracdes nos biomarcadores por conta do
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estresse oxidativo, e os efeitos deletérios da obesidade serdo exacerbados, uma vez

qgue o segundo “hit” pode amplificar ou ativar os efeitos da programacao metabdlica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

» Avaliar se a exposicao no periodo peripuberal ao herbicida a base de
glifosato (GBH) potencializa as alteracdes no sistema antioxidante e
na enzima colinesterase nos tecidos hepatico, hipotalamico e
muscular em camundongos machos e fémeas induzidos a obesidade

na idade adulta por meio de dieta hiperlipidica (DH).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Avaliar a atividade do sistema antioxidante nos tecidos hepdtico,
hipotalamico e no musculo séleo de camundongos machos e fémeas
na idade adulta, que foram expostos a baixas concentracdes de GBH

durante o periodo peripuberal.

* Analisar a atividade da enzima colinesterase em camundongos
machos e fémeas na idade adulta que foram expostos a baixas

concentra¢gbes de GBH durante o periodo peripuberal.

» Verificar se a exposi¢do no periodo peripuberal ao GBH intensifica
as alteracdes no sistema antioxidante e colinesterase nos tecidos
hepatico, hipotalamico e no mdudsculo soleo em camundongos

induzidos a obesidade por meio de dieta DH quando adultos.

* Averiguar se a exposicao peripuberal ao GBH exacerba os efeitos

deletérios da obesidade em animais que receberam DH.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Um novo ramo da ciéncia tem estudado mais a fundo as origens
desenvolvimentistas da salude e da doenca (DOHaD). Por meio de pesquisas
laboratoriais, epidemioldgicas, clinicas e pré-clinicas tém sido associado a exposicao
de diferentes fatores ambientais que podem promover alteragcdes em varios periodos
importantes do desenvolvimento; sabe-se que intervencdes precoces em fases de
intensas modificacdes predispdem o individuo ao aparecimento de doencas na idade
adulta (SILVEIRA et al., 2007).

Por volta de 1930, pesquisadores constataram que as condicdes ambientais
durante a vida fetal e a infancia pareciam estar determinando a sobrevida de cada
geracdo (KERMACK; MCKENDRICK; MCKINLAY, 2001). Na década de 70, uma
pesquisa revelou que os filhos de mulheres gravidas desnutridas, apresentaram na
vida adulta, alteracdes no padréo da composicéo corporal, sendo variavel de acordo
com a idade em que os filhos sofreram desnutricdo durante a vida intra-uterina,
observando-se que nos casos de desnutricdo no primeiro semestre da gestacéo, a
incidéncia de obesidade aumentava significativamente na prole (RAVELLI et al.,
1976).

Barker et al., (1989) correlacionou o peso ao nascer e as condi¢cdes ambientais
durante a infancia com a saude cardiovascular, pois individuos com baixo peso eram
biologicamente distintos daqueles considerados eutréficos. Estudos subsequentes
permitiram a levantar a hipotese do fendtipo poupador, na qual o feto se adaptava ao
ambiente uterino otimizando o uso de suprimentos energéticos reduzidos com o intuito
de garantir sua sobrevivéncia. Essa adaptacdo beneficiaria 6rgdos nobres em
detrimento de outros, ocasionando altera¢cdes persistentes no crescimento e na fungao
dos tecidos. Apesar da hipotese ter sido muito importante na época, o fenotipo
poupador ndo explica uma série de achados descritos posteriormente (HALES;
BARKER, 1992).

Esse conjunto de ideias permitiu a Alan Lucas propor o termo “Programming”
(em portugués: programacao), cujo o autor aborda como sendo um resultado de

modifica¢cdes ndo estruturais do material genético decorrentes de insulto ou estimulo
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aplicado em um periodo critico ou sensivel, com capacidade de causar efeitos
duraveis ou persistentes na estrutura, ou funcdo de um organismo, podendo ocasionar
patologias na vida adulta (LUCAS, 1991).

Exposicoes a diferentes insultos podem alterar a mudanca na expressao génica
que altera o crescimento e o desenvolvimento da prole. Estes mecanismos da
epigenética se referem a alteracdes reversiveis e herdaveis no genoma funcional que
ndo alteram a sequéncia de nucleotideos do DNA (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015).
Vale enfatizar que existe a possibilidade, durante um periodo critico, de reverter as
alteracdes. Porém, caso permanecam, as mudancas no organismo influenciardo o
mesmo por toda sua vida, podendo ser transmitidas a geracdes subsequentes (KIM;
SAMARANAYAKE; PRADHAN, 2009).

A modificacdo na epigenética ocorre por meio da metilacdo, na qual radicais
metil sdo inseridos em locais especificos do DNA, alterando a expressao de genes.
Além disso, podem ocorrer modificagcdes nas histonas, que sdo estruturas em volta
das quais o0 DNA se organiza. Essas alteracdes podem ocorrer em sua conformacao,
como por exemplo a acetilacdo, a metilacdo, a isomerizacdo da prolina, a
ubiquitinacdo, a fosforilacdo, a ribosilacdo da ADP e a desaminacdo, que podem
alterar a transcricdo. Estudos também evidenciaram alteracdes na expressao dos
RNAs nao-codificante, sendo pequenas fitas de nucleotideos que podem modular a
expressdo dos genes por meio do silenciamento transcricional, ou pés-transcricional
(WILLIAMS; DRAKE, 2014; RATTAN; FLAWS, 2019).

Periodos, ou janelas criticas, sao fases da vida em que o organismo esta
vulneravel, tais como: gestacao, lactacéo, infancia, puberdade e adolescéncia. Estas
etapas sdo conhecidas como janelas da programacdo, uma vez que sdo fases de
elevada plasticidade, no qual ocorre uma intensa proliferacéo celular, diferenciacéo e
rapida expansao tecidual (SILVEIRA et al., 2007; XAVIER et al., 2015). A puberdade
é a fase do desenvolvimento em que ocorrem profundas alteracdes hormonais, fisicas,
comportamentais e psicologicas, tornando os individuos aptos a reproducéo. O inicio
da puberdade decorre em sequéncias de alteracdes maturacionais no ceérebro,
especificadamente no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, responsavel na sintese
e liberacdo de gonadotrofinas hipofisarias, horménio luteinizante (LH) e foliculo
estimulante FSH (ROMANO et al., 2009). Portanto, interven¢des ambientais precoces
durante fases de intensas modificacbes, como na puberdade, podem influenciar na
susceptibilidade a patologias na vida adulta (GIEDD; KESHAVAN; PAUS, 2008).
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Neste sentido, estudos vém demonstrando que o aporte inadequado de
nutrientes em periodos criticos do desenvolvimento, predispde o individuo adulto a
doencas cardiovasculares, diabetes tipo Il, hipertenséo, intolerancia a glicose e
hiperlipidemia (BOULLU-CIOCCA et al., 2005). Entretanto, a programacao metabdlica
nao se limita apenas em insultos nutricionais. O consumo de certos farmacos, alcool
e o fumo também se enquadram como agentes estressantes (LEANDRO et al., 2009).
Outros fatores como a exposicdo agrotoxicos, que sao usados em larga escala no
controle de pragas e ervas daninha, também estéo relacionados a diversas disfunc¢des
metabdlicas. Os consumidores sdo considerados organismos néao-alvo,
frequentemente expostos aos niveis residuais de agrotoxicos em alimentos (OMOIKE
et al., 2015). Muitos destes produtos s&o persistentes no meio ambiente,
contaminando o solo e os rios (WAISSMANN, 2002), salientando que a exposi¢cao a
diferentes produtos contaminados pode aumentar efeitos deletérios sobre a saude a
longo prazo (DU et al., 2014).

Muitas dessas substancias sao consideradas disruptores endocrinos (DE) que
comprometem a sintese, a secrecéo, o transporte, a ligacao e a acdo dos hormdnios,
promovendo efeitos adversos ao individuo, podendo acometer também seus
descendentes (GORE et al., 2019). Esses desreguladores mimetizam a acdo dos
horménios do organimos e se acumulam nos tecidos gordurosos, passando a agir
como se fossem os hormonios segregados pelas glandulas, alterando o metabolismo
do corpo humano (COLBORN; DUMANOSKI; MYERS, 2002).

Os danos causados por esses compostos dependem das concentracdes no
ambiente, da lipofilicidade, da persisténcia, da bioacumulacdo, do tempo de
exposicao, e dos mecanismos de biotransformacdo e de excre¢do. Salienta-se que
alguns subprodutos podem ser até mais danosos que 0s compostos originais. Sendo
assim, a exposicao a baixos niveis dos DEs, que bioacumulam no decorrer do tempo,
pode levar, ao longo da cadeia tréfica, a uma acumulacdo em niveis mais elevados
nos animais, enfatizando-se que os seres humanos, por ocuparem o topo da cadeia
alimentar, podem apresentar concentracées mais altas dessas substancias no corpo
(BILA; DEZOTTI, 2007).

Nos ultimos anos, pesquisadores tém elaborado explicacbes de como os DEs
causam mudancas biolégicas e provocam doencas. Entretanto, € necessario buscar
novas alternativas para prever os efeitos causados em organismos expostos.

Normalmente as pesquisas se baseiam na ideia de que ha relacdes lineares
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crescentes entre as doses e a toxicidade, estabelecendo-se um limiar considerado
seguro. Esses testes tradicionais sdo geralmente utilizados em animais adultos, e
caso nao resultem em cancer, ou morte, sdo considerados seguros (GORE et al.,
2019). Contudo, é de suma importancia novas abordagens levarem em consideracéo
gue essas substancias quimicas podem ser transferidas para a prole pela placenta,
ou leite materno, podendo acometer o desenvolvimento (BILA; DEZOTTI, 2007). No
quadro 1 observamos as principais substancias consideradas como desreguladores

enddcrinos.

Quadro 1 - Principais desreguladores enddcrinos (DEs) conhecidos

Categoria/Uso Exemplos de DEs

Pesticidas DDT, clorpirifds, atrazina, 2,4-D e glifo-
sato

Produtos Infantis Chumbo, ftalatos, cadmio

Recipientes de Alimentos BPA, ftalatos, fenol

Material Eletronico e de Construcao Retardadores de chama bromados, PCB

Produtos de Higiene Pessoal, Tubos Ftalatos

Médicos

Antibacterianos Triclosan

Vestudrio Téxtil Perfluoroquimicos

Fonte: (GORE et al., 2019)

3.1 AGROTOXICOS

Por séculos a agricultura tem sido a base da sobrevivéncia da populacao
humana, sendo que a mesma € praticada pela humanidade ha mais de 10 mil anos
(PIETROBON; SENEM, 2015). Desde o inicio das civilizagdes, os humanos buscaram
alternativas para melhorar os cultivos de suas planta¢des, a utilizacdo de cinzas,
folhas de cipreste esmagadas e urinas diluidas, eram algumas das estratégias que
forneciam protecéo para lavouras. Nos dias atuais, muitas coisas mudaram por conta
das pesquisas cientificas e tecnologias implantadas, o que resultou na elevacdo da
producéo de alimentos (QUEIROZ et al., 2017).

Atualmente, o modelo de producdo agricola € por meio da aplicacdo de
agrotoxicos, cujo objetivo, € combater pragas e ervas daninhas. A introducdo destes

produtos se deu durante as guerras mundiais, usados como armas quimicas, sendo
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posteriormente implantados na agricultura. (BURIGO; VENANCIO, 2016). Os
agrotoxicos sao substancias definidas como agentes de processos fisicos, quimicos
ou bioldgicos, utilizados nos setores de produgdo, armazenamento e beneficiamentos
de produtos agricolas, protecao de florestas nativas ou plantadas, pastagens e em
ambientes urbanos, hidricos e industrias. Sua finalidade € alterar a composicdo da
fauna ou flora, com o intuito de preserva-las dos danos causados por pragas agricolas
(BRASIL, 2017).

Pesquisas apontam que o Brasil j& ocupou o lugar de maior consumidor mundial
de agrotéxicos, com valores acima de um milhdo de toneladas por ano (LONDRES,
2011). Apesar do seu uso promover uma grande comodidade aos trabalhadores
rurais, em razao que ndo se necessita do trabalho manual (capinas e rocadas) tem
sido apontado que a exposi¢ao a diversas substancias utilizadas nas lavouras podem
estar relacionadas diversos distarbios metabodlicos (INCA, 2019). Os efeitos mais
comuns associados a exposicdo aos agrotdéxicos sao alergias, disturbios
gastrointestinais, respiratorios, enddcrinos, reprodutivos e neurolégicos, além de
neoplasias, mortes acidentais e suicidio (OMS, 2010). Em relac¢éo aos 6bitos, segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) séo registradas 20 mil mortes por ano
devidas ao consumo de agrotoxicos (INCA, 2019). Os grupos mais afetados sdo os
agricultores e trabalhadores das industrias de agrotoxicos, mas toda a populagéo esta
sujeita aos danos, sendo expostas pelo consumo de alimentos e dgua contaminada.
Gestantes, criangas e adolescentes sao considerados grupos de alto risco devido as
alteracdes metabdlicas, imunoldgicas, ou hormonais que ocorrem nestes periodos da
vida (INCA, 2019).

Entre os dez agrotdxicos quimicos mais comercializados em 2014, destacou-
se o herbicida glifosato, correspondendo a 488.388.696,10 kg, equivalente a 31,45%
do total de agrotdxicos comercializados no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2018)
(Quadro 2).
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Quadro 2 - Ranking dos agrotéxicos mais comercializados no Brasil em 2014.

Classificacao Agrotoéxicos Total (kg) 2014
1 Glifosato® 488.388.696,10
2 2,4-D 52.889.356,02
3 Oleo mineral (hidrocarbonetos alifaticos) 52.239.957,28
4 Acefato (organofosforado) 48.891.645,90
5 Metomil (metilcarbamato de oxima) 48.502.231,65
6 Clorpirifés (organofosforado) 46.760.108,99
y Atrazina (triazina) 35.397.501,74
8 Dicloreto de paraquate (bipiridilio) 32.920.024,56
9 Carbendazim (benzimidazol) 15.307.157,79
10 Mancozebe (alquilenobis (ditiocarbamato)) 14.770.319,00

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2018).

Os herbicidas a base de glifosato (GBH) sdo os mais comercializados
mundialmente. O elemento ativo destes herbicidas pertence a classe dos
organofosforados, incluido no grupo quimico das glicinas modificadas, sendo que seu
nome quimico € N(fosfonometil) glicina. O mesmo apresenta formula molecular
C3H8NO5P (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000) e o seu principal metabdlito é o
acido aminometilfosfonico (AMPA) (Figura 1). O Glifosato € o principio ativo de mais
de 750 herbicidas diferentes, podendo ser utilizado na agricultura, na silvicultura, em
usos urbanos e domésticos (GUYTON et al, 2015). O aumento de sua
comercializacdo ocorreu apos a introducdo no mercado de culturas geneticamente

modificadas resistentes a sua acao (DIAS, 2017).

Figura 1 - Férmula estrutural do herbicida Glifosato e seu metabdlito AMPA
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Fonte: ANVISA (2018).

O GBH é classificado como ndo-seletivo e de acao sistémica, pés-emergente,
com um amplo espectro de atuacdo (ANDRIGHETT et al., 2014), eficaz no controle

de ervas daninhas anuais ou perenes, muito utilizado nas culturas de soja, milho, trigo,
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café, cana de acucar, arroz, feijao, fumo, banana, citros, ameixa, cacau, nectarina,
maca, uva, coco, mamao, pera, péssego, algodao, eucalipto e pinus (OLIVEIRA et al.,
2008; MONEKE et al., 2010). O GBH impede o desenvolvimento da planta por agir na
via chiguimato, inibindo a atividade da enzima chamada 5-enolpiruvil-chiquimato-3
fosfato-sintase (EPSPS), encarregada da biossintese de corismato, um precursor
comum de aminoacidos essenciais como triptofano, fenilalanina e tirosina (Figura 2).
Desta maneira, ha uma reducdo dréstica destes aminoacidos nas plantas, o que
impede a formacdo de proteinas como auxinas, compostos de defesas contra
organismos patogénicos, precursores das ligninas, flavondides, plastoquinona,
fitoalexinas, acido folico e varios outros compostos alcoldides e fendlicos (TONI;
SANTANA; ZAIA, 2006). Vale salientar que a biossintese de aminoacidos aromaticos
nao é expressa no reino animal, ou seja, esse mecanismo de acdo é exclusivo em
plantas e em algumas bactérias (BOHM; ROMBALDI, 2010; BOHM et al., 2011).

Figura 2- Sexto estagio da etapa que envolve a transferéncia do enolpiruvil do PEP para o S3P.

PEP Glifosato

CH-»
;. )l\ I’,
B s YO py
coor 9PO°  COO COO0-
\\ /
Mo _ CH>
e )l\
—_— R
20.P0O OH 20:P0 0 COO0-
OH OH
Shikimato-3-fosfato S-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
(S3P) (EPSP)

Fonte: Coutinho e Mazo, 2005.

Devido ao fato de nédo existir a enzima EPSPS no reino animal, os
pesquisadores concluiram que o herbicida ndo ofereceria riscos a saude humana
(WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000). Além disso, 0 mesmo foi considerado seguro
para o uso no ambiente devido a sua rapida degradacédo do solo (BOHM et al., 2011),
variando em uma meia vida de 1 a 197 dias, dependendo da temperatura, umidade,
tipo de solo, degradacéo microbiana e niveis de fosfato (BENTO et al., 2017). Apos
ser degradado por microrganismos presentes solo, forma-se o seu principal

metabalito, o acido aminometilfosfénico (AMPA), classificado como persistente nos
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solos e, dependendo das condi¢Bes, pode apresentar meia vida entre 23 e 958 dias
(BENTO et al., 2017). Apesar do glifosato ser o elemento ativo mais comercializado
no mundo, ha muitas incertezas e duvidas a respeito do produto e seus possiveis
danos ao meio ambiente e & saude humana, sendo questionado por pesquisadores

do mundo todo.

3.2 HERBICIDAS A BASE DE GLIFOSATO E SEUS POSSIVEIS DANOS AOS
ORGANISMOS

Varios debates estdo ocorrendo em instituicdes cientificas sobre o limiar de
toxicidade dos agrotoxicos, em especial do principio ativo glifosato, e 0s niveis
permitidos destes compostos pelas agéncias reguladoras (Agéncia Europeia de
Seguranca Alimentar - EFSA, Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer -
IARC e Organizacdo Mundial da Saude - OMS citados por DEFARGE et al., 2018).

A IARC, em 2015, realizou uma investigacao epidemiolégica sobre os efeitos
do uso de Glifosato e o classificou como provavel carcinogénico, genotéxico e indutor
de estresse oxidativo. Anterior a este estudo, houve uma série de publicacbes que
abordavam que o uso do glifosato ndo apresentava riscos (US EPA, 1993; WILLIAMS;
KROES; MUNRO, 2000; KIER; KIRKLAND, 2013), o que culminou em sua autorizacao
para uso em mais de 160 paises (BRUSICK et al., 2016). Diante da afirmacédo da
IARC, a empresa multinacional Monsanto contratou a Intertek Scientific & Regulatory
Consultancy para conduzir uma revisdo completa focada em genotoxicidade e
estresse oxidativo. Este grupo de pesquisadores concordou que ha evidéncias
plausiveis de que o glifosato induz a quebra da fita do DNA promovendo efeitos
mutagénicos e genotdxicos em sistemas in vitro de células de mamiferos e nao
mamiferos. Apesar destas evidéncias, os efeitos deste produto ainda ndo puderam
ser caracterizados com preciséo, especialmente em sistemas in vivo de mamiferos.
Diante disso, conclui-se que as evidéncias ndo eram muito convincentes, e que 0S
dados séo insuficientes para a caracterizacdo do glifosato como um carcinégeno
genotoéxico (BRUSICK et al., 2016).

A Unido Europeia, em acao conjunta com a Organizacédo das Nacdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO), e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
realizaram a primeira avaliacdo regulatoria abrangente do glifosato ap6s a avaliagéo
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da IARC. Suas conclusbes contradisseram a IARC, colocando o GBH como néo
carcinogénico em ratos, porém, em doses elevadas ndo se deve excluir a
possibilidade de haver riscos. Concluiu-se que € improvavel que o glifosato represente
um risco carcinogénico para os seres humanos quando h& exposicao pela dieta
(TARAZONA et al., 2017).

Em estudo de coorte realizado na Carolina do Norte e lowa, os resultados
também discordaram das conclusdes da IARC, evidenciando que o herbicida ndo esta
associado aos casos de cancer em ambos os locais. Entretanto, foi observado que
entre os individuos que se enquadraram com maior exposicao ao produto, houve um
aumento de leucemia mieldide aguda (LMA) em comparacdo com 0S USUarios que
nunca foram expostos. De acordos com autores, este estudo foi o primeiro a relatar
uma possivel associacédo entre GBH e LMA (ANDREOTTI et al., 2018).

Outras pesquisas atualmente apontam fortes evidéncias que o herbicida pode
comprometer a sintese, a secrecao, o transporte, a ligacdo e a acdo dos horménios,
sendo considerado um disruptor endécrino em varias espécies de animais. No caracol
terrestre Cantareus aspersus, aplicacdo no solo de 3mg.Kg* de GBH ocasionou uma
diminuicAio no nuamero de ovos por adultos quando expostos durante o
desenvolvimento embrionario. Pelo fato de ndo ter sido visualizado alteracdes
histol6gicas nas gbnadas, os autores sugeriram que tais alteragcdes ocorreram por
mecanismo neuroendécrinos (DRUART et al., 2017). Em estudos com peixes, foi
verificado que a exposi¢do de 10 mg.L' de GBH sobre o peixe Danio rerio, por 24 a
96 h, resultaram em perda de motilidade espermatica, perda da funcionalidade
mitocondrial e reducdo da integridade do DNA (LOPES et al.,, 2014). Estudos
realizados com casais da espécie de peixe Amatitlania nigrofasciata (Acara do Congo)
demonstraram a reducdo do numero de embrides quando expostos por 96 h em
concentracdes de 3,62 mg.L* de glifosato (ZEBRAL et al., 2018).

Ja a exposicdo a baixas doses do herbicida em ratos (36 ppm ou 0,036 g.L 1),
por um periodo de 30 minutos, aumentou os niveis de calcio intracelular, promovendo
a abertura de canais de Ca** dependentes de voltagem do tipo L e receptores
rianodina. Tal evento ocasiona a sobrecarga de Ca*" desencadeando o aumento de
estresse oxidativo e a morte celular das células de Sertoli em testiculos de ratos
prépuberes (CAVALLI et al., 2013).

Em cultivo celular das células de Leydig (MA-10 linhagem tumoral), foi

guantificada a expressdo da enzima aromatase (enzima do citocromo p450 que age
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como mediador da aromatizacdo de andrégenos em estrégenos) e StAR (proteinas
de regulacdo rapida de estereoidogénese) quando expostas a diferentes
concentragbes do herbicida, evidenciando uma diminuicdo de 90% dos niveis da
proteina StAR, reducdo em 71% da conversdo de colesterol em pregnenolona e
decréscimo de 94% na esteroidogénese absoluta (ROMANO; AURELIO; DE
OLIVEIRA, 2009). Defarge e colaboradores (2016) testaram a desregulacdo enddcrina
usando co-formulantes de seis herbicidas a base de glifosato e também do principio
ativo isolado; em concentragbes 800 vezes inferiores as diluicbes agricolas, foi
observado que a atividade de aromatase diminuiu significativamente pelos
coformulantes, enquanto o glifosato isolado exerceu efeito em apenas em 1/3 da
diluicdo agricola. Desta forma, percebeu-se que a desregulacdo enddcrina nao ocorre
apenas pelo principio ativo, mas também pelos co-formulantes, indicando que o
produto comercializado apresenta efeitos deletérios mais severos sobre o0s
organismos nao alvo.

Além de agbes sobre o sistema endocrino e reprodutivo, distdrbios
neurodegenerativos podem estar associados ao uso de agrotéxicos. A introducéo de
GBH em ratos por via intraperitoneal nas concentracdes 50, 100 e 150mg.kg* durante
duas semanas promoveu o0 decréscimo na atividade locomotora e nos marcadores
dopaminérgicos cerebrais (HERNANDEZ-PLATA et al., 2015). Baier e colaboradores
(2017) evidenciaram que a exposi¢cdo ao GBH por via intranasal nas concentragdes
50mg.kg? durante quatro semanas, ocasionou diminuicdo da atividade locomotora,
acréscimo dos niveis de ansiedade, e acometimento na memoria e reconhecimento
em camundongos. Martinez e colaboradores (2018) demonstraram que exposicdo ao
GBH nas doses de 75, 150 e 800mg.kg* durante seis dias induziu o aumento dos
niveis de norepinefrina, serotonina, dopamina e seus metabdlitos em ratos Wistar.
Alguns informes clinicos em individuos submetidos a formulagcdes comerciais de
glifosato descreveram efeitos negativos no sistema nervoso relacionados a sindrome
de Parkinson e alteracdes no globus pallidus e substancia negra (GALLEGOS et al.,
2018), bem como aumento de ansiedade e prejuizos de memadria de curto prazo
(NISHIYORI et al., 2014).

3.2.1 GBH e suas ac¢des no sistema antioxidante
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O sistema antioxidante esta presente em células animais e vegetais, sua funcao
€ prevenir ou retardar oxidacédo de biomoléculas, uma vez, que esta relacionado na
eliminacdo das espécies reativas, portanto, este sistema proporciona protecdo ao
organismo, impedindo as reacfes ligadas a formacdo das espécies reativas ao
oxigénio (EROS). Quando ha um desequilibrio entre producdo de EROS e atividade
enzimatica do sistema antioxidante, ocorre o estresse oxidativo, resultando em danos
teciduais, celulares, alteragbes nas membranas celulares e alteragbes no DNA
(MAFRA et al., 1999).

Muitos dos pesticidas mais comumente usados exercem seus efeitos toxicos
por meio da inducéo de estresse oxidativo. Foi demonstrado que a exposi¢cdo aguda
e crbnica a GBH leva ao estresse oxidativo em varios tecidos (CATTANI et al., 2014).
Em particular, ocorrem alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes como
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), e
diminuicAo nos niveis de glutationa reduzida (GSH) (SOBJAK et al.,, 2017;
GALLEGOS et al., 2018; SOBJAK et al. 2018;).

O balango redox pode ser avaliado medindo marcadores de defesa
antioxidante, bem como atividades enzimaticas do sistema antioxidante (SOD, CAT,
GST, GPx, GSH). Outras técnicas permitem de maneira direta avaliar o estresse
oxidativo por meio da avaliacdo da producéo de radicais livres (técnica de ressonancia
eletrénica de spin, ou métodos imuno-spin-trapping). E também possivel realizar tal
avaliagdo de maneira indireta, avaliando produtos finais dos danos oxidativos, como
oxidacao de proteinas e aminoacidos como carbonilas, 3-nitrotirosina, produtos finais
de glicosilacdo, e quantificacdo de malondialdeido (MDA) que € um dos principais
produtos da peroxidacéo de &cidos graxos poli-insaturados, ou lipoperoxidagéo - LPO
(SAVINI et al., 2013).

Em peixes expostos a diferentes concentragcdes durante 96h do composto
comercial, a frequéncia de reagéo de lipoperoxidacdo no musculo elevou cerca de
31,7% quando expostos a 2,25 mg.L! de GBH. A atividade da SOD em células
hepaticas foi significativamente reduzida quando expostos a 0,75 mg.L* do composto
e a atividade da GST se elevou quando os animais foram expostos a 0,37 mg.L?
(TEIXEIRA, et al., 2018). Em ratos Wistar expostos a 375 mg.kg? ao GBH por meio
de gavagem, durante 8 semanas, houve um aumento nos niveis de MDA e diminuicéo

de glutationa reduzida (GSH) no sangue, cérebro, coracéo, figado e tecidos renais,
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assim como reducdes significativas também foram evidenciadas nas atividades da
SOD e CAT nos eritrocitos (TURKMEN et al., 2019).

Experimento in vitro de células hepaticas submetidas a concentracdes de 0 a
240 mg.L'! de GBH demonstraram citotoxicidade nos hepatécitos, com alteracdes
morfoloégicas, como encolhimento celular, condensacdo dos cromossomos, reducao
da densidade celular, e sintomas como a tumefacao, vacuolizacdo e necrose focal.
Em concentragbes mais elevadas foram evidenciadas que as mitocondrias dos
hepatocitos apresentaram as cristas mitocondriais fragmentadas ou ausentes, e a
maioria das estruturas das organelas destruidas, havendo também comprometimento
no sistema antioxidante, resultando diminuicdo de GSH e SOD, aumentando as
espécies reativas do metabolismo do oxigénio (EROS) intracelular, e MDA, produto
secundario da lipoperoxidagdo (LUO et al., 2017).

3.3.2 Herbicidas a base de glifosato: altera¢cées na enzima colinesterase

A colinesterase (ChE) consiste em um grupo de enzimas presentes nas
sinapses colinérgicas do sistema nervoso central, periférico e nas juncdes
neuromusculares de invertebrados e vertebrados. Seu funcionamento € de extrema
importancia, pois catalisa a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina em &cido acético
e colina na fenda sinaptica, permitindo que o neurdnio do sistema colinérgico retorne
ao seu estado de repouso apés ser despolarizado (Figura. 3A) (ARAUJO; SANTOS;
GONGCALVES, 2016).

A enzima é um biomarcador conhecido para diagnésticos de efeitos
neurotéxicos em organismos nao-alvos, salientando que sua atividade pode ser
comprometida na presenca de organofosforados e carbamatos em sinergismo com
outras variaveis ambientais, como rigueza e abundancia de individuos, ocasionando
acumulo de acetilcolina nas sinapses e juncdes neuromusculares de vertebrados
(Figura 3B) (NIMET; GUIMARAES; DELARIVA, 2017).
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Figura 3 — A) Representa a atividade normal ChE hidrolisando a Acetilcolina formando colina e acido
Acético; B) Inibicdo da enzima nédo ocorrendo a degradacéo do neurotransmissor acetilcolina

Neuronio p

Neuronio pré

A) C ptico B)

Colina +

Fonte: (ARAUJO; SANTOS; GONGALVES, 2016).

Em estudo realizado em dois cOrregos pertencentes a Bacia do baixo rio Iguacu
(Brasil), foi verificada inibigcdo na atividade da ChE no cérebro e musculo de amostras
da espécie de peixe Rhamdia quelen, sendo que as coletas foram realizadas no
periodo de plantio, quando uso de pesticidas para o controle de pragas € alto
(SOBJAK, et al, 2018). Em outras pesquisas realizadas com peixes
Pseudoplatystoma corruscans a exposi¢ao aguda ao GBH reduziu a atividade ChE no
musculo (21 e 26,7% a 2,25 e 4,5 mg.L~1) e aumentou cerca de 42% no cérebro (2,25
mg.L™ 1) em comparacédo ao grupo controle (TEIXEIRA et al., 2018). Em bioensaios de
96h com peixes da espécie Cnesterodon decemmaculatus a exposi¢ao (1, 17,5 e 35
mg.L 1), originou um efeito inibitério na atividade da ChE a partir da menor
concentracéo testada (MENENDEZ-HELMAN et al., 2012).

Em experimentacdo de 28 dias foi realizada a administracdo diaria de GBH por
gavagem em ratos Wistar, com doses de 0,1 mg.kg? e 0,5 mg.kg* em cada grupo. A
atividade da ChE reduziu significativamente quando comparado ao controle,
observando-se um decréscimo de 35% de sua atividade (MILIC, et al., 2018).
Disturbios na atividade da ChE trazem sérios de prejuizos aos organismos, pois sua
inibicdo nas juncdes neuromusculares causa hiperestimulacdo das fibras, podendo
causar tetania, paralisia e até a morte (KIRBY et al., 2000). Diante da importancia
desta enzima, avaliacbes dos potenciais efeitos que compostos pesticidas

apresentem em inibir, ou ativar a ChE tem grande relevancia, principalmente quando
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nao se tem conhecimento do que ocorre no organismo quando exposto ao GBH

durante o periodo peripuberal.

3.3 SOBREPESO E OBESIDADE

Nas ultimas trés décadas o numero de pessoas com sobrepeso e obesidade
tem chamado atencdo na agenda publica internacional devido a sua crescente
prevaléncia, sendo considerada pela OMS como uma epidemia global. No Brasil, o
sobrepeso e a obesidade aumentaram em todas as faixas etarias, em ambos 0s
sexos, em todos os niveis de renda, mas com um crescimento maior nas familias com
baixa renda (DIAS et al., 2017). Apesar disso, no Brasil apenas nos ultimos 15 anos
as politicas publicas assumiram prioridade no disturbio devido a sua forte associagcao
com as doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), em particular as
cardiovasculares, diabetes, dislipidemias, hipertensdo arterial, aterosclerose,
resisténcia a insulina, doencas hepéticas, dentre outras (FRANCA et al., 2013; DIAS
et al., 2017).

A OMS define a obesidade como uma condicdo crénica caracterizada pelo
acumulo excessivo de gordura corporea. Em ambito global, a prevaléncia de
sobrepeso e obesidade mais do que dobrou desde a década de 80, tendo sido
constatados mais de 1,9 bilhdes de adultos com sobrepeso, ou obesidade, em 2016
(MKUU; EPNERE; CHOWDHURY, 2018). Em relac&o a obesidade infantil, em 2014
foi estimado haver 41 milhdes de crian¢cas no mundo, com menos de cinco anos, que
estavam com sobrepeso/obesidade (SE; JL, 2018). Em 2016, nas faixas etarias entre
5 e 19 anos, foi estimado um numero de 340 milhdes criancas e adolescentes que
estavam acima do peso, ou obesas (OPAS, 2019). E previsto que até 2025, cerca 2,3
bilhdes de adultos estejam com sobrepeso e mais de 700 milhdes com obesidade.
Entre as criancas, o0 numero pode subir para 75 milhdes com sobrepeso e obesidade,
caso nao sejam elaboradas novas politicas publicas de educacao alimentar (ABESO,
2018).

A causa fisica central da obesidade € o desequilibrio na ingesta alimentar e o
sedentarismo. Entretanto, atualmente se sabe que as causas sao multifatoriais, sendo
elas: genéticas, metabolicas, neuroenddcrinas, ambientais, sociais e culturais (SE; JL,

2018). Embora mudangas atuais na dieta e no comportamento sao consideradas
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fatores chaves para a epidemia da obesidade, existem indicios que demonstram o
aumento da exposicdo humana a inumeros produtos quimicos sintéticos, como
pesticidas, solventes, plasticos, medicamentos e corantes, que podem estar
envolvidos no aumento do ganho de peso, existindo uma relagcédo causal entre a
epidemia de obesidade e a exposicdo a esses produtos quimicos (BAILLIE-
HAMILTON, 2002).

3.3.1 Estresse oxidativo associado a obesidade

A obesidade esta associada a inflamacéo sistémica crénica de baixo grau no
tecido adiposo. Essa condicdo € influenciada pela ativagéo do sistema imune inato do
tecido adiposo, que promove o estado pro-inflamatdrio e o estresse oxidativo. O tecido
adiposo é um 6rgdo de armazenamento necessario para a homeostase energética e
funcdo enddcrina, sendo constituido por adipécitos e outras células, como
fibroblastos, pré-adipécitos, células endoteliais e imunologicas que secretam
horménios e citocinas (adipocitocinas ou adipocinas) (MARSEGLIA et al., 2015).

Embora seja dificil estabelecer a sequéncia temporal, 0 estresse oxidativo e a
inflamacédo estdo intimamente relacionados a obesidade (MELLO et al., 2018). Foi
verificado que o tecido adiposo em excesso promove o0 aumento da producéo de
citocinas pré-inflamatérias, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-1B (IL-1B) e IL-6. O TNF-a é uma citocina que influencia na resposta
inflamatoria, a qual também aumenta a interac&o de elétrons com oxigénio para gerar
anions superdéxidos (SAVINI et al., 2013). Outros autores mencionam que o acumulo
de gordura promove aumento da atividade metabdlica do miocardio e elevacédo da
taxa de consumo de O2, e, consequentemente, a producdo de EROS, tais como
superoxidos e peréxidos de hidrogénios (FRANCA et al., 2013). Outra questdo
debatida entre os pesquisadores € que 0s obesos tém deplecdo de fontes
antioxidantes, incluindo vitaminas A, C e E, e (B-caroteno, 0 que 0s torna mais
suscetiveis ao dano oxidativo (MARSEGLIA et al.,, 2015). Estudos de Savini e
colaborares (2013) também abordam que uma das causas do desajuste no sistema
antioxidante nos obesos ocorre pela menor ingestdo de alimentos ricos em

antioxidantes e fitoquimicos, como frutas, verduras e legumes.
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O aumento das EROS pode desencadear alteragbes mitocondriais cuja a
funcao principal é a producao de energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP),
assim como também sdo essenciais na eliminacdo das EROS (BOURNAT; BROWN,
2010). De acordo com Sohal e colaboradores (1990), cérebro o é extremamente
acometido pela disfuncdo mitocondrial pelo fato de apresentar grande demanda
metabdlica, gerada principalmente pelo metabolismo energético mitocondrial, e, por
conseguinte, apresentar maior vulnerabilidade ao estresse oxidativo. Contudo, locais
especificos do cérebro sdo mais propensos a lesdes, sendo vistas alteragbes nas
células hipotalamicas em modelos obesos (VELLOSO; SCHWARTZ, 2011). Nesta
perspectiva, estudos vém demostrando que a obesidade esta associada a alteracdes
nos neurbnios do hipotalamo, ocasionando um desequilibrio no metabolismo
energético (MELLO et al., 2018; TONIAZZO et al., 2019). Conforme explica Savini e
colaboradores (2013), € possivel gue EROS estejam envolvidos no controle do peso
corporal, produzindo diferentes efeitos sobre os neurbnios hipotalamicos que
controlam a saciedade e o comportamento da fome.

Em experimentos com ratos Wistar no periodo pré-puberal, machos e fémeas
foram isolados socialmente, com alimentacdo ou ndo a dietas hiperlipidicas (16% de
gorduras saturadas e 26% insaturadas). O isolamento social durante o periodo pré-
pubere, associado a dieta, pode exercer efeitos a longo prazo nos parametros do
status oxidativo e na fungdo mitocondrial, uma vez que foram verificadas no
hipotadlamo, aumento da atividade SOD nas fémeas, decréscimo de GPx em ambos
0S sexos, elevacédo na atividade do complexo IV na cadeia transportadora de elétrons
e diminuicdo da massa mitocondrial nas fémeas (TONIAZZOA, et al., 2019).

De acordo com Savini e colaboradores (2013), a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica também se correlaciona com a disfungédo mitocondrial e o aumento do
estresse oxidativo nos musculos esqueléticos e no figado. Nos tecidos musculares
esqueléticos, os pesquisadores verificaram que o excesso de dieta hiperlipidica faz
com que ocorra acumulo intramiocelular de lipideos (IMLC), causando disturbios na
funcdo muscular e ‘“lipotoxicidade” (UNGER et al., 2010). Relativamente, a
lipotoxicidade foi atribuida & elevacdo da producdo de EROS (ANDERSON et al.,
2009). No figado de camundongos foi investigado o efeito da dieta hiperlipidica no
periodo perinatal, a dieta continha 29% de gordura. Os autores revelaram que a dieta
materna diminuiu a atividade das enzimas antioxidantes CAT, GPx, SOD, e aumentou

0s marcadores de estresse oxidativo em ambos o0s sexos das proles (MIRANDA et al.,
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2018). Em ratos obesos submetidos a terapia anti-retroviral, houve reducdo das
concentracbes de glutationa testicular, SOD, CAT e elevacdo da LPO, sendo
possivelmente efeitos oriundos da obesidade (OYEYIPO et al., 2018).

Em uma pesquisa realizada com 30 pessoas separadas em 3 grupos, contendo
10 individuos cada, sendo estes: grupo dos sedentarios com indice de massa
corporea (IMC) normal (IMC-NS); grupo dos sedentarios com IMC elevado (IMC-ES)
e grupo dos praticantes de atividade fisica com IMC normal (IMC-NPAF). Os
resultados revelaram que o grupo IMC-ES possuiu niveis significativamente reduzidos
de CAT, GST e TBARs quando comparados aos demais. Segundo os autores, 0
sobrepeso e a obesidade interferem na funcéo das enzimas CAT e GST, ocasionando
decréscimo na eficiéncia antioxidante e maior probabilidade de aumento do estresse
oxidativo (NETO; PAULA, 2011).

3.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E RADICAIS LIVRES

Conforme ja apresentado anteriormente, as espécies reativas ao oxigénio
(EROs) podem promover disfun¢des metabdlicas. Estas moléculas sao oriundas de
uma pequena quantidade do oxigénio consumido (2 a 5%) que é reduzida
parcialmente, produzindo esta variedade de substancias quimicas altamente reativas
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Radical livre é o conceito utilizado para um atomo,
ou molécula, altamente reativa, que inclui em sua Ultima camada eletrbnica um
namero impar de elétrons (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Sado formados a partir
de reacbes de Oxido-reducao por meio do processo fisiolégico, desempenhando
funcdes biologicas de suma importancia, sendo considerados necessarios € normais
até certa concentracdo. No sistema imune participam de mecanismos de defesa
durante o processo de infeccao, funcionando também como moléculas sinalizadoras
na manutencdo da homeostase intracelular, fertilizacdo do 6vulo, ativacado de genes,
dentre outras fun¢cdes (BARBOSA et al., 2010). Contudo, radical livre ndo € o termo
ideal para designar os agentes reativos provenientes do oxigénio (EROS), pois alguns
deles ndo apresentam elétrons despareados em sua Ultima camada (FERREIRA,
MATSUBARA,1997).

As EROS sao divididas em grupos radicalares e ndo-radicalares. No grupo dos

radicalares de maior interesse biolégico enquadram-se o radical anion superdxido
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(«O2), radical hidroxila (-OH), radical peroxil (ROQ¢) e radical alcoxil (RO¢). Ja no grupo
dos nao-radicalares, enquadra-se o peroxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso
(HOCI) e oxigénio singlete (*02) (BARREIROS; DAVID, 2006). Quando ocorre
elevagdo da produgdo das EROS ha um desequilibrio organico, ocasionando o
estresse oxidativo e consequentemente danos teciduais. Devido a tendéncia das
EROS realizarem reacbes com componentes celulares, doando ou recebendo
elétrons livres, acabam gerando danos ao DNA e alteracbes nas membranas
celulares, sendo considerados a base da maioria das complicacdes de saude
(AROKOYO et al., 2018).

A formacdo de EROS ocorre principalmente na cadeia transportadora de
elétrons na mitocdndria, citoplasma e membranas celulares. Dentro da mitocondria o
Oz recebe quatro elétrons, sofrendo uma reducéo tetravalente, sendo seu resultado
final a formacdo de agua. Porém, no decorrer do processo sdo formados
intermediarios reativos, tais como o peroxido de hidrogénio (H202), radicais
superoéxido (+Oz2) e hidroxila (-OH) (CAVALCANTE et al., 2009). A citocromo oxidase
€ uma enzima que catalisa esta reacdo, oxidando na extremidade da cadeia
transportadora quatro moléculas de citocromo C, retirando um elétron de cada uma
delas. Posteriormente, esses elétrons s&o incluidos no Oz para formar agua. E
possivel evidenciar que a enzima citocromo oxidase coordena a geracao de EROS,
diminuindo a producéo excedente destes. Contudo, cerca de 2% a 5% do oxigénio
sintetizado na mitocondria séo redirecionados em outra via metabdlica e nesse
processo o mesmo é reduzido a univalente, dando origem a mais EROS (BARBOSA,
et al., 2010).

3.4.1 Radical superoxido

O radical anion superéxido («O2) é formado pela redugéo univalente do oxigénio
molecular, ocorrendo em quase todas as ceélulas aerdbicas, principalmente na
membrana mitocondrial por meio da cadeia transportadora de elétrons (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Sua performance como oxidante é considerada insignificante,
entretanto, 0 mesmo possui capacidade em gerar radicais secundarios como o radical
hidroxila (OH"), que é considerado extremamente téxico (GREEN; BRAND; MURPHY,
2004; CAMPOS; YOSHIDA, 2004). A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a
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dismutacdo de duas moléculas de *O2 em Oz e H202, salientando que quando nao
eliminados pelas enzimas catalase e peroxidases, podem gerar o radical hidroxila
(OH) (BARREIROS; DAVID, 2006; GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

3.4.2 Radical hidroxila

E considerado o radical livre mais reativo em sistemas bioldgicos, sendo capaz
de reagir com quase todas as moléculas biolégicas (ANDRADE et al., 2010). O radical
é formado a partir de <Oz e H202 por meio das reacbes Fenton e Haber-Weiss,
catalisados pelos ions Cobre (Cu*) ou Ferro (Fe**) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
O radical também esté envolvido no processo de peroxidagao lipidica nas membranas
celulares, na inativacdo de proteinas e enzimas, pois oxida seus grupos sulfidrilas
(SH) a pontes dissulfeto (SS), causando modificacées estruturais no DNA por alterar
as bases nitrogenadas e oxidar a desoxirribose, acarretando a ruptura da cadeia de
DNA (BARREIROS; DAVID, 2006).

3.4.3 Peroxido de hidrogénio

Por meio da dismutacédo do *O: catalisada pela enzima SOD e varias oxidases,
é formada a molécula H202 (BARREIROS; DAVID, 2006). O H202 néo é considerado
um radical livre, pois ndo apresenta um elétron desemparelhado em sua ultima
camada eletrénica, porém, é extremamente deletério por ser o formador do radical -
OH. Apto a atravessar membranas celulares, apresenta seu potencial toxico
aumentado na presenca dos ions Cu* e Fe**, elevando sua toxicidade em funcéo da
atividade catalitica destes metais (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O H202também
esta envolvido na oxidacdo de grupos sulfidrilas (-SH) de proteinas, e pode causar a
ruptura das fitas de DNA. Contudo, por meio das enzimas glutationa peroxidase e

catalase, 0 mesmo pode ser removido.

3.5 SISTEMA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO
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De acordo Amorim e Tirapegui (2008), o sistema de defesa antioxidante é
caracterizado como qualquer substancia que, quando exposta a moléculas oxidaveis,
possui a competéncia de prevenir, ou retardar, a oxidacdo de biomoléculas. Portanto,
este sistema consiste em proteger o organismo, mitigando as consequéncias
provindas das reacdes ligadas a formacdo de EROS. Os antioxidantes podem ser
divididos em sistemas enzimaticos incluindo as enzimas superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) (MAFRA et
al., 1999), bem como uma ampla diversidade de substancias antioxidantes nao
enzimaticas que séo de fontes dietética, ou enddgena, tais como as vitaminas E e C,
o Cobre, Zinco, Selénio, o p-caroteno, a ubaquinona e os flavondides (BIANCHI,;
ANTUNES, 1999).

3.5.1 Superoéxido dismutase (SOD)

A SOD é uma metaloenzima existente em grande abundancia nos organismos
eucarioticos. E responsavel por catalisar a dismutacdo do radical *O2 em oxigénio e
H20:2 (Figura 4A). Esta enzima é classificada em trés tipos distintos de acordo com o
metal associado. A SOD-CuZn esta presente principalmente no citoplasma, e é
caracterizada como a primeira linha de defesa antioxidante, necessitando de ions de
cobre para a atividade catalitica, e ions de zinco para promover a estabilidade da
estrutura proteica. A SOD-Mn, com manganés em seu sitio ativo, é localizada na
mitocondria (BARREIROS; DAVID, 2006). A superoxido dismutase extracelular
(SODEC), presente nos intersticios e nos fluidos extracelulares, é responsavel pela
atividade catalitica do radical superoxido no plasma, linfa e fluido sinovial, estando
abundante no tecido pulmonar, protegendo o 6rgdo contra 0 estresse oxidativo
(ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

3.5.2 Catalase

A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica tetramérica responsavel por
catalisar a reducédo de H202em H20 e O2. A enzima esta localizada na matriz dos

peroxissomas e na mitocondria. E de suma importancia seu papel no organismo, pois
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a eliminacéo do H202 decresce a formagéo do radical -OH por meio das reacgdes de
Fenton e Haber-Weiss (BARBOSA, et al., 2010) (Figura 4B).

3.5.3 Glutationa peroxidase e Glutationa redutase.

A Glutationa peroxidase (GPx) também catalisa a reducao H202, usando como
substrato a glutationa reduzida (GSH). A GSH é um tripeptideo gamaglutamil-
cisteinaglicina. Apresenta atividade redutora, sendo coordenado pelo grupamento tiol
(-SH), presente na cisteina. Sua funcdo € extremamente importante, pois protege
contra lesdes provenientes da exposi¢ao ao ion de ferro, a radiacéo, a luz ultravioleta,
ao oxigénio hiperbérico, dentre outros. O contato com diferentes componentes
oxidantes oxida a GSH para sua forma oxidada (GSSG) (ANDRADE JUNIOR et al.,
2005). Percebe-se que as CAT e GPx apresentam func¢fes similares, sendo que a
acdo conjunta destas enzimas é extremamente importante para evitar a geracao do
radical hidroxila (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007) (Figura 4C).

A Glutationa-redutase (GR) promove a oxidacdo da GSSG em GSH, garantindo
o ciclo integro e de protecdo celular. A GR é uma flavoproteina que depende da
NADPH (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida). O decréscimo de
NADPH, a deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ou periodos de
jejum, promovem o prejuizo da fun¢édo da GR, sendo que uma grave deficiéncia desta
enzima resultard em sinais clinicos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

3.5.4 Glutationa transferase

As glutationas S-transferases (GSTs) englobam-se na familia de enzimas
multifuncionais por executar atividades como: detoxificacdo celular e excrecado de
substéancias fisioldgicas e xenobioticas, o que contribui para a diminuicdo dos danos
celulares (WILCE; PARKER, 1994). A enzima catalisa o ataque nucleofilico da GSH a
grupos eletrofilicos de compostos organicos (compostos enddgenos e xenobidticos),
convertendo tais compostos a condicbes menos toxicas e aumentando sua
solubilidade em agua, (Figura 4E) sendo, portanto, um facilitador da eliminacédo de tais
compostos (WILCE; PARKER,1994; TORRES; SOARES; MAIA; 2004).
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As GSTs encontram-se no meio biolégico como homo-heterodimeros,
possuindo dois sitios ativos por dimero. Cada sitio ativo apresenta no minimo duas
regides de ligacdo, um para a glutationa (GSH), sendo muito especifico para este
tripeptideo, e outro sitio de ligagdo com menor especificidade para os eletrofilos
(HUBER; ALMEIDA, 2008). As enzimas nos mamiferos podem ser divididas em trés
grandes familias: GSTs citosdlicas, GSTs mitocondriais (enzimas sollveis) e GSTs
microssomal associadas as membranas celulares. As GSTs citosolicas apresentam
cerca de 5 a 40 vezes maiores atividades em relacdo as GSTs mitocondriais, e s&o
divididas em nove classes: Alfa, Beta, Sigma, Theta, Kappa, Mu, Pi, Omega e Zeta
(LEE et al., 2002). Algumas GSTs, além da sua atividade catalitica, podem participar
da sintese de prostaglandinas, atuar como transportadores intracelulares de varios
componentes hidrofébicos endogenos, tais como horménios esterdides, heme,
bilirrubinas, sais biliares e hormonios da tireoide (FREITAS; VAZ JUNIOR; MASUDA,
2008).

No esquema E da figura 4, pode-se visualizar como s&o 0s mecanismos de
eliminacdo dos conjugados de glutationa para fora da célula. Quando formados, os
conjugados GSH/xenobiodticos sdo detectados por transportadores especificos e
conduzidos para o meio intercelular. Posteriormente, os conjugados séo clivados pela
agao das enzimas y-glutamil transpeptidase e dipeptidases, removendo um residuo
de acido glutdmico. Adiante, ocorre a clivagem de um residuo de glicina por
dipeptidases, restando apenas o residuo da cisteina ligada ao xenobittico. O
glutamato e a glicina podem ser reabsorvidos pela célula para a sintese de GSH,
enquanto o0 conjugado cisteina/xenobidtico €é acetilado pela acdo de N-
acetiltransferases, formando &cido mercapturico, que pode ser direcionado para a bile,
ou, dependendo das caracteristicas do xenobiético (X), o correspondente &cido
mercapturico podera ser diretamente excretado na urina, ou metabolizado para ser
eliminado (HUBER; ALMEIDA, 2008). Diante do exposto € possivel observar uma
acdo conjunta dessas enzimas, com o0 objetivo de facilitar a eliminacdo dos

conjugados de GSH.
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Figura 4- A) Reacéo de dismutacéo do radical superéxido pela enzima Superdxido Dismutase; B)
Reacao de reducao do peroxido pela enzima Catalase; C) Reacao de reducao do peroxido pela
enzima Glutationa Peroxidase; D) Esquema do funcionamento em conjunto das enzimas do sistema
antioxidante; E) Glutationa Transferase realizando a conjuga¢édo com glutationa reduzida, mecanismo
de eliminagéo dos xenobiéticos
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E) Xenobidtico (X)
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Fonte: Esquemas A, B, C, D autoria propria; Esquema E (HUBER e ALMEIDA, 2008).

3.3.3 Lipoperoxidacéo

O radical -OH é considerado o principal desencadeador do processo de
peroxidacao lipidica, resultando em alteracdes nas funcdes bioldgicas das membranas
celulares, acometendo estruturas e fungdes bioldgicas de proteinas, agressbes ao
DNA e até surgimentos de mutacdes (KOURYI; DONANGELO, 2003; BARBOSA et
al., 2010). A peroxidacéo lipidica, ou lipoperoxidacdo, é uma reacdo em cadeia que
consiste na oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados (BARBOSA, et al., 2010;
FRANCA et al., 2013).

O mecanismo é dividido em trés etapas: iniciacéo, propagacao e terminacéo. O
processo € iniciado a partir da remocéo de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos
poli-insaturados da membrana celular. Tal extracdo pode ser realizada pelo radical -
OH, ou pelo radical alcoxila (LO") e, por conseguinte, ocorre a formacao do radical
lipidico (L°). No inicio da propagacéo, rapidamente o L™ reage com o Oz, originando o
radical peroxila (LOO), o qual retira um novo atomo de hidrogénio do &cido graxo
polinsaturado seguinte, originando outra vez um L°, sendo uma reacéo sequencial. A

finalizacdo do processo acontece quando os radicais produzidos anteriormente (L™ e
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LOO") propagam-se até extinguir a si proprios (FERREIRA; MATSUBARA, 1997)
(Figura 4).

Figura 5- Etapas do processo de peroxidacao lipidica.

LH +OH (ulLO")———> L'+ H,O (ou LOH) Iniciagéo

I: % 0, ———> LOO° Propagacao
LH +LOO" ———> L'+ LOOH Propagacao
LOO" + L° e TOOL Terminagéo
LOO" + LOO’ ———> LOOL + O2 Terminacao

Fonte: (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Como consequéncia ocorrem transtornos nas funcfes biologicas das
membranas, como a perda da seletividade e a liberacdo dos contetudos das organelas.
A liberacdo excessiva de enzimas hidroliticas dos lisossomos, por exemplo, pode
resultar na formacdo de malonaldeido (MDA), que é considerado um dos produtos
mais citotéxicos e que pode levar a morte celular. A lipoperoxidacado pode estar ligada
aos processos de carcinogénese e envelhecimento, sendo que seus metabolitos, em
niveis excedentes, podem ser nocivos (MAFRA et al., 1999; FRANCA et al., 2013)
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ABSTRACT

Glyphosate-based herbicide (GBH) are the most used in agriculture worldwide.

In our research,

male and female mice of the C57BL6 were chronically exposed to low doses of GBH
50mg.kg-1 during the peripubertal period, later

as adults, they were induced to obesity by means of hyperlipidic diet (DH). When the
animals there were 150 days of life, they were obtained

biometric measurements euthanized heavy and dessected

retroperitoneal, perigonadal and brown adipose tissues. Hypothalamic and liver
tissues and soleus muscle were also sampled to analyze the performace of the
antioxidant system (SOD, CAT, GR, GST) and Lipoperoxidation Reaction (LPO), as
well as cholinesterase (ChE) enzyme activity. The GBH-DH animals tend to be more
heavier in both sexes compared to other groups, in the same way it was found out in
females, with Lee index and higher adipose tissues. We evidenced greater enzymatic
activities and LPO reaction in the liver of GBH-DH females when compared to GBH-
DP and CTL-DP. In muscle tissue, it was observed reductions enzymatic activities
and increasement of LPO in GBH-DH females, when compared to GBH-DP and CTL-
DP. In males, we didn’t find statistical differences. With this research, we verified
exposure to GBH during the peripubetal period potentiated changes in the
antioxidant system and ChE in females that received a hyperlipidic diet, such
changes occurred in the liver and soleus muscle. In addition, we showed evidence of
obesogen effects when the organism is subjected to GBH in the peripubertal period

and the second hit (DH) it can amplifing the effects of programming.

Key words: Pesticides, Obesity, Metabolic Programming, Oxidative Stress
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INTRODUCTION

In the last three decades, the number of overweight and obese people has
drawn attention on international public agenda, due to its increasing prevalence,
being considered by the World Health Organization (WHO) as a global epidemic.t In
Brazil, excess weight and obesity increased in all ages groups both genders all
income levels?z becoming something of concern because of its strong association with
chronic non-transmissible diseases, cardiovascular diseases, diabetes,
dyslipidemias, arterial hypertension, atherosclerosis, insulin resistance, liver diseases
among others.3 However, programming is not limited only to nutricional insults.
Exposure to agrochemical is also related to several metabolic dysfunctions,*®
emphasizing that exposure to these subastances at certain stages of development
may be related to the progress of obesity in adulthood.® Currently, contact with these
compouds has become a global health problem.” The annual consumption of
pesticides worldwide is about 2 million tons.2 Humans beens and other animals are
exposed to these substances by air, contaminated soil, food and water.>° Brazil has
alredy been the world’s largest consumer pesticides with values above one million
tons per year.'® One of the most commercialized agrochemicals in Brazil and in the
world is Glyphosate-based herbicide (GBH), used in agriculture, silviculture, urban
uses, domestic ones among others.111? Although apparently safe to use, GBH may
be endrocrine arcinogenic genotoxic disruptors'® and oxidative stress-inducing*
changing the functioning of the enzymes of the antioxidant system,*® besides the
possibility of presenting anticholinestersic effects.®

In the present study, we questioned whether chronic exposure to low doses of
GBH during the peripubertal period potentiates changes in enzymes of the

antioxidant system and cholinesterase in the liver, in the hypothalamus and soleus
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muscle of mice were induced to obesity by hyperlipidic diet as adults. The enzymatic
analyses were performed in the liver for the reason this participates in several
metabolic functions; in the hypothalamus, because it is involved in hormone
synthesis and energetic balance and in the soleus muscle, because it is oxidative
and it has an abundance of mitochondria.'” Besides that, our research verified the
possibility of GBH to be an obesogenic substance, evaluating retroperitoneal,
perigonadal and brown adiposes tissues, as well as body measurements. In our
hypothesis, the mice exposed to GBH in the peripubertal period and subsequently
submitted to administration of the second stressful agent (hyperlipidic diet), it will
have exacerbated changes in biomarkers due to increased oxidative stress and the
deleterious effects of obesity. Since the second “hit” can amplify or activate the

effects of metabolic programming.

Methods
Experimental Design

The research was experimental with a completely randomized design in a
factorial scheme and with a quantitative approach. Experiments were carried out at
the State University of Western of Parana (UNIOESTE). They were initiated after
approval by the Ethics committee in research with animals (11/05/2018). The sample
group was consisted of 47 mice (males and females) of the C57BL6 lineage allocated
in the Sector Bioterium of the Laboratory of Endocrine Physiology and Metabolism
(LEPM), in polypropylene plastic boxes with acess to water ad libitum, controlled
feeding, temperature set to 25°C and 12/12 hours dark light photoperiod. Initially, the
animals were separated according to sex and allocated two experimental groups:

Control Group (CTL, n=24; 12 males and 12 females) - the animals received daily
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potable water by gavage; Glyphosate-based herbicide Group (GBH, n=23, 13 males
and 10 females).The animals of the GBH group received 50 mg.Kg of glyphosate
for 30 days per gavage!® with adjustment of acidity with hydrochloric acid to pH
between 5 and 5,5. This adjustment was made to improve the action of the
compound, since less ionized glyphosate molecules peermeate the plasma
membrane more easily*®. The commercial compound used was the herbicide
(Roundup Original DI®, Monosanto) which contains 445 g.L* of N-
phosphonomethylglycine diamonium salt corresponding to 370 (37,0% w/v) of the
active glyphosate component (Nphosphomethylglycine). The CTL group that received
drinking water also had its pH adjusted.

The animals used in the experiment are descended from 8 females with no
degree of kinship, whose average number of progeny was 6 mouse puppies per
female. After 60 days of life, the broods were redistributed according to sex and
groups to avoid inbreeding in the strains. The animals were distribuited in the
experimental groups, they were renamed according to the exposure, or not, to GBH
and the administration, or not, of the hyperlipidic diet (Fig. 1).The groups were
subdivided into: Standard Diet Control (CTL-DP), n=12 (8 males and 4 females). In
the period from 30 to 60 days they received water by gavage and were fed DP for the
whole experimental period; Hyperlipidic Diet Control (CTL-DH), n=12 (4 males and 8
females). In the period from 30 to 60 days they received water by gavage and were
fed with DP, and from 60 to 150 days they received DH; Glyphosate-based herbicide
(GBH-DP), n=12 (6 males and 6 females). In the period from 30 to 60 days they were
exposed daily to GBH and were fed with DP for the entire experimental period;

Glyphosate-based herbicide with a hyperlipidic diet (GBH-DH), n=12 (7 males and 4
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females). In the period from 30 to 60 they were exposed to GBH and were fed a

hyperlipid diet DH from 60 to 150 days.

Composition of Diets

DP was composed of 70% carbohydrates, 20% proteins and 10% fats,
containing a total of 3,8 Kcal.g* (Nuvital, Brasil). DH was composed of 50% of
crushed standard feed; 14,8% casein, 4% soybean oil and 31,2 lard, containing a

total of 5,2 Kcal.g.

Euthanasia and collection of biological material

At 150 days of life, the animals were weighted and the naso-anal length was
measured, and these data were later used to calculate the Lee Index (LI). Then the
animals were anesthetized with xylazine hydrochloride (Anasedan®, Vetbrands,
Brazil) and ketamine hydrochloride (Dopalen®, Vetbrands, Brazil) in the
concentrations of 9 mg.Kg* e 90 mg.Kg. After that sedation was certified by
absence of the skin reflex, the animals were euthanized and the blood collected by
cardiac puncture.Then, a laparotomy was performed, and the retroperitoneal,
perigonal and brown fats were removed and weighed. Finally, the remaining tissues
were colleted: liver, hypothalamus and soleus muscle which were homogenized in 1
mL of 50 mM Tris HCL buffer pH 7.4, were centrifuged at 10.000 rpm for 10 minutes,
at 4°C, and the supernatant was frozen -20°C to further analysis. The protein
quantification of the samples was determined by Bradford method 2° using bovino
serum albumin as standard. The liver samples were normalized to 1 mg of protein
mL! and were used for sequential analysis. The other tissues were used with the

original protein concentrations.
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Enzyme dosage associated with neurotoxicity

ChE analysis was done according to the method of Ellman et al.,?* modified for
microplates by Silva de Assis??> whose principle is the measurement of thiocholine
production when acethylthiocoline is hydrolyzed. This is done by continuous reacting
the thiol with the 5:5-dithiobis-2-nitrobenzoate ion to produce the yellow-colored
anion of 5-thio-2-nitrobenzoic acid. The reaction was carried out in triplicate, in 300

WL of solution containing 0,05mM of 5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) and

1,5mM acetylthiocholine (ATC). ChE activity was calculated in relation to protein
concentration (mg/ mL), using the molar extinction coefficient of the DTNB (1,36mM-
L.cm™) and the protein quantification calculated from the crude sample. The results

were expressed in nmol.mint.mg protein™'.

Enzyme dosage associated antioxidant system

The activity of superoxide dismutase (SOD) was evaluated according to the
method proposed by Crouch et al.,?® modified. The principle of this analysis is to
quantify the complex formed between superoxide and tetrazolium blue (NBT),
measured at 560nm for 1,5 hours. In final volume of 200uL containing 0,1 mg of
protein.mL%, 0,09 mM de NBT, 0,015 mM de EDTA, 34,78 mM hydroxylamine
sulfate, 79mM sodium carbonate buffer pH 10,2, DSO units were expressed in U.mg
of protein't with U represents 50% of reduction of NBT compared to white.

Catalase activity (CAT) was accompanied by a decrease in absorbance at
240nm, 24 from the principle of peroxide dismutation, whose molar extinction

coefficient is 40 M-1.cm. The duplicates, in 300 pL of solution in a quatz cuvette at

25°C, showed final concentration of 0,01 mg of protein.mL", as the mean of the
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reaction showed final concentrations of 13,5 mM H202, 50 mM of TRIS-HCI pH 8,0
and 0,25 mM EDTA. The catalase enzyme activity results were expressed in
mmol.min-t.mg of proteint.

In the analysis of transferase glutathione (TGS) activity, the enzyme catalyzes
the conjugation of reduced glutathione (GSH) with the synthetic substrate CDNB that
produces a conjugate detected at 340nm.2° During the essay, the enzymatic activity
is proportional to the production speed of the conjugated compound. The essay was
performed in triplicate in a quartz microplate, and the sample presented final
concentration of 0,020 mg of protein.mL1. The middle of reaction showed final
concentrations of 0,94 mM CDNB and 0,94 mM GSH. The molar extinction coefficient
of the GSH / CDNB conjugate is 9,6 mM-=*.cm and the unit was expressed in
nmol.min"t.mg of proteint.

Glutathione reductase catalyze the reduction of disulfide glutathione (GSSG)
through the oxidation of NADPH, whose decrease in absorbance is measured at 340
nm.?% Essay was performed in duplicate, the mean of the reaction showed final
concentrations of 0,138 mM NADPH, 3,81 mM GSSG and 3,75 mM EDTA. The
molar extinction coefficient of NADPH is 6,22 mM-t.cm™1. The unit was expressed in
nmol.min-t.mg de protein.

The determination of the lipoperoxidation reaction (LPO) was performed to
indirectly quantify the peroxides, thus reflecting the intensity of the lipid
peroxidation.?” The TBARS?® method was performed, comparing absorbance with
Melodialdehyde (MDA) standard curve. For sample preparation, the mean containing
a 0,33 mg / mL aliquot of sample protein in 6,7% trichloroacetic acid (TCA) in a final
volume of 180 pL, was agitated in vortex, left in an ice bath for 5 minutes and

centrifuged for 5 minutes at 12000 rpm at 4°C.
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For the dosage of reactive subastances of thiobarbituric acid (TBARS), 40 uL

of the supernatant, as well as different concentrations of MDA were added in
microplate in triplicate at the mean of reaction containing 21,42 mM TBA, 17,86 mM
of NaOH (used to solubilize TBA), 0,73 M TCA, 0,032 mM BHT, 3% ethanol (used to
solubilize BHT) in PBS. The reaction was read at 22°C, after 60 minutes of incubation
at 60°C, at an absorbance of 535 nm. The results of lipid peroxidation were

expressed in MDA.mg nmol of protein™.

Statistical analysis

Descriptive and inferential statistics were calculated for the variables: body
weight, naso-anal length, Lee index and weight of retroperitoneal, perigonal and
brown fats. A similar procedure was also applied for the values obtained in the
evaluation of the enzymes Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT),
Glutathione Reductase (GR), Glutathione Transferase (GST), Cholinesterase (ChE)
and Lipoperoxidation reaction (LPO) for the organs: liver, hypothalamus and soleus
muscle. Such variables were evaluated by means of the triple factor Variance
Analysis, considering as fixed effects the exposure to the Glyphosate-based
herbicide (GBH), diet (CTL and DH) and sex (M and F), with a significance level of
0,05. In case of significance, the groups were compared using the Tukey-NHSD test.

The variables mentioned were also standardized and analyzed through
principal component analysis (PCA). In this analysis the factorial loadings were
defined, which are defined as the correlations of each variable with the factor
composition. This factor being a new statistical variable defined by the set of factorial
loadings. The factorial loadings resulting from the PCA were evaluated separately of

each sex, using a model of linear mixed effects (LMER), considering fixed effects on
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Glyphosate-based herbicide (CTL and GBH) exposure and diet (DP and DH) and the
mixed effects were the liver muscle and hypothalamic tissues evaluated in each
individual. In case of statistical significance (p<0,05), the evaluation between
combinations of factors in a variety of adjusted linear models was performed using
the minimum square method, which allows to estimate and contraste slopes of the
trend lines. Statistical analyses were performed in the R Core Team program,?®

using packages ExpDes.pt, ggplot2, Imer and Ismeans.

Results
Biometric Analysis

We showed, over 18 weeks of experimentation, statistical differences between
diets (F=10,863; p=0,002), with no distinction between groups (F=0,013; p=0,910).
However, it was possible to visualize the interaction of factors (F=2,958; p=0,00006)

and greater weight of the GBH-DH animals in relation to the other groups (Fig. 2).

Morphometric and biochemical association of tissues between groups

The next results presented refer to the linear summarization of the results
found in the analyses in latent variables, which represent linear relation of the studied
variables. The raw data that formed these latent variables (morphometric
measurements and biochemical analysis for the experimental groups) are
represented and described in supplementary material.

In this synthesis, it was verified that all the biomarkers are represented in the
first main component (Dimension 1 - Dim. 1), and the positive scores of this
component represent an increase in the activity of CAT, GR, GST enzymes and LPO

reaction, as well as ChE enzyme activation, and the negatives scores represent the
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SOD activation. The results of Dim. 1 are showing an indication of activation of the
antioxidant system, occurrence of oxidative stress and activation of the cholinergic
system (Figura 3A). Still evaluating the factorial loading of Dim. 1, a comparasion
was made between the groups, but between the sexes separately since they
represented different activities.

Among females it was found that there were significant statistical differences
(F4=68.960; p<0,0001), and liver tissue showed higher activity of the enzymes CAT,
GR, GST ChE and LPO reaction when compared to muscle and hypothalamic
tissues, and also with stronger SOD activity (Fig.3A). Still in the liver of the females,
when comparing the groups, we noticed a reduction in activities in the GBH-DP group
in relation to CTL-DH (t=5.672; p=0.0003). In the GBH-DH group, we noticed
enzymatic activation and the increase in lipoperoxidation reaction, with higher
averages when compared to GBH-DP (t=6.603; p<0.0001) and CTL-DP (t=6.844;
p<0.0001) (Fig. 3B).

In the muscle tissue of females, statistical differences were also seen with
greater averages in GBH-DP compared to CTL-DH (t=5.761; p=0.0003). Differently it
happens in GBH-DH, the activities of antioxidant system enzymes are reduced, we
also observed an anticholinesterase action and an increase in lipoperoxidation when
compared to GBH-DP (t=6.423; p<0.0001) and CTL-DP (t=7.102; p<0.0001) groups
(Fig.3B).

In males, significant differences were observed just in comparisons between
tissues (F2=151.37; p<0.0001), with no statistical differences between CTL and GBH
groups (Fig.3C). In this analysis in males, as well as in females, it was verified that

SOD, CAT, GR, GST, ChE enzymes activity and LPO reaction were significantly
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higher in the liver, when compared to muscle and hypothalamic tissues (t=17.27,
p<0.0001).

The second main component (Dimension 2 - Dim. 2) was represented by the
variables, weight of adipose tissues; Retroperitoneal (RP), Perigonodal (PG), Brown
(MA) and Lee Index (IL) where as the positive scores represented the highest values
of such variables especially in the animals groups that received the hyperlipidic diet
(Figura 3A). When comparing the Dimension 2 factorial loading between female and
males separately, it was possible to verify that the statistical differences were
reflected only by the diet (F2=74.359, p<0,0001; F2=82.716, p<0,0001), respectively
with the highest values observed among those with hyperlipidic diet, with no

distinction between CTL and GBH experimental groups (p>0,05; Figuras 3D e 4E).

Discussion

The main result of this work was the potential action of metabolic programming
by exposure to GBH in the peripubetal period of female mice fed with DH in
adulthood, since they showed enzymatic changes in the antioxidant system and
lipoperoxidation reaction (LPO) in the liver and muscle.

The adult mice, when euthanized, were 90 days without exposure to GBH,
despite the cessation of administration, we evidenced that chronic exposure of low
concentrations caused changes in the redox state and cholinesterase activity in
females who were exposed to GBH in peripubetal period and later received a
hyperlipidic diet (DH). In addition, a tendency to gain weight in both sexes in GBH-DH
over the course of eighteen weeks is shown in Fig. 2. In a similar, way it is visualized
in Fig. 3D since adipose tissues and Lee index, tend to be higher in GBH-DH

females. However, in both analyzes there were statistical differences only in diet
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factor. In our supplementary material, the biometric variables were analyzed
individually with an interaction in the perigonadal tissue (PG), with an increase in the
PG tissue in both sexes of the GBH-DH.

Indications of obesogen effects were found in this study, however, despite
such indications the definition of obesogen effects is controversial, as already seen in
the literature. According to Bali et al.,*® exposure to GBH during perupubetal period
until adulthood decrease the weight of mice. Although, there are data in the literature
reporting that exposure to GBH promotes a decrease in the concentration of the
tryptophan aminoacid,*! and such reductions in the aminoacid can compromise the
formation of serotonin and melatonin in the brain3? and, therefore, they lead to
obesity.32 On the other hand, data show that the reduction or absence of tryptophan
can also result in an inability of microbial control due to the impaired release of
peptides, resulting in a highly inflamed digestive system with difficulties in absorbing
nutrients through the intestine, which can lead to weight loss.3* In our study, the
herbicide concentrations are considered low, however, we have demonstrated
important evidence of obesogenic effects that can occur when the organism is
exposed during puberty. Although, it is of great relevance to emphasize that such
indications are observed only with the presence of the second hit in adulthood. It is
notesable that the increase in visceral fat is directly related to metabolic disorders,
and its excess is associated with oxidative damage due to the inflammatory process
that is triggered.3®

In relation to enzymatic activies analyzed and the evaluation of oxidative
stress, was observed an increase in the enzymatic activities of SOD, CAT, GR, GST,
and lipoperoxidation reactions in the liver of females in the GBH-DH group when

comparing GBH-DP and CTL-DP, indicating an activation of the antioxidant system in
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a sex function, as well as a potencial effect of metabolic programming in GBH-DH
females, with no differences between males. The liver is considered an organ with
detoxifying action, and precisely for this reason the enzyme activities may have
increased in this tissue. According to Myers et al.,3¢ the residues of GBH and its
metabolite AMPA in the hepatic organ are 10 to 100 times higher than that found in
adipose tissues, muscles and most other tissues, which corroborates the wide
differences of activity detected among the tissues investigated in this study. In the
hepatic tissue in females, we observed an increase in the activity of the CAT enzyme
due to the production of hydrogen peroxide (H202), since its function is to prevent its
accumulation which is usually the result of the dismutation of the superoxide by the
enzyme dismutase superoxide.3” Oxidizing molecules act in the cell cytoplam
increasing the concentration of oxidized glutathione (GSSG) and reduced glutathione
depletion, and this oxidation is reversible by the action of Glutathione reductase (GR)
with expenditure of NADPH ensuring the maintenance of the integrity of the mean.3®
Similarly, the increase in GST is justified since the enzyme performs cell
detoxification activities and excretion of physiological and xenobiotic substances,
contributing to the mitigation of cell damage.®° It also important to emphasize that
GBH solutions do not alter redox reactions only during exposure in the peripubetal
period, as long as in the other periods of development changes in the redox state are
also reported with exposure of 1% GBH in pregnant rats resulted in higher GPx
activities and the lipoperoxidation reaction in the liver of offspring.4°

Regarding the ChE activity in the liver of GBH-DH females, we evidenced an
increase in this enzymatic activity. Although we haven’t distinguished the types of
cholinesterase in tissues according to the literature, the liver tissue has a higher

concentration of butyrilcholinesterase (BChE) since the enzyme is synthesized in the



65

organ.* Among the functions of this enzyme, it is suggested that it is also involved in
cellular detoxification.*! In this sense, we suggest that its elevation in the GBH-DH
female group may be contribuiting to the elimination of xenobiotics.

However we see an increase in enzymatic activities in the liver, this barrier
seems to have been sufficient to prevent oxidative damage in the hypothalamic
tissue, or possibly the hematoencefalic barrier may have acted to protect this organ.
But in the muscle tissue, changes were seen. In the soleus muscle, the set of
enzymes in the antioxidant system showed a reduction in its activity in females of
GBH-DH in relation to GBH-DP and CTL-DP. The enzyme inactivation may have
accurend due to the high oxidative stress detected by the high values of
melondialdehyde (supplementary material) resulting from the lipoperoxidation
reaction. Excess fat makes muscle tissue unable to oxidize lipids, and its abundance
leads to intramiocellular accumulation (IMCL), affecting muscle normal function.*? Its
has been reported that possible deleterious IMCL effects are the result of increased
EROS which promotes compromise of the antioxidant defense system of muscle
cells.** The issue of great relevance in this result is that exposure to a GBH and
later, exposure to the second hit (hyperlipidic diet) intensified the changes in muscle
tissue, leading to a compromise in the enzymes activity. No significant changes were
found in the muscle tissue of males.

At the neuromuscular junctions, there is a higher concentration of
acetylcholinesterase.** In the soleus muscle of females there was a decrease in ChE
activity in GBH-DH, corroborating the information presented in the literature in which
organophosphates present anticholinesterase mechanisms.*-4" Due to the decrease
in enzymatic activity, hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine is prevented,

which remains active for a longer period in the synaptic cleft, a fact that increases
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cholinergic transmission.** Disorders in ChE activity bring serious damage to
organims, and its inhibition at neuromuscular junctions causes hyperstimulation of
the fibers, which can cause tetany, paralysis and even death.4®

Based on the above, the study of enzymatic activities showed changes only in
females, precisely for that reason, we presume that the endocrine mechanims may
have acted by causing these enzymes of the antioxidant and cholinergic system to
act in different ways between males and females. Although, not yet fully clarified how
these regulatory mechanisms are, it is possible that hormones such as androgens
can influence the activity of the studied enzymes.*%-51, However, one of the limitations
of this study is that we do not quantify animal hormones, but despite this, there is
strong evidence in the literature demonstrating that GBH acts as an endocrine
disruptor.52->4

In short, in this study, it was possible to ascertain that the peripubetal
exposure to GBH potentiates the alterations in the antioxidant system and
cholinesterase in the liver tissue and soleus muscle of females who received a
hyperlipidic diet. We suggest that GBH-DH females are more prone to pathologies
caused by glyphosate, since the installation of oxidative stress can affect several
inheritable cellular processes which influence programming, altering gene expression
and epigenetic, molecular, biochemical processes.>® In addition, with these findings,
new perspectives are conceived in relation to the obesity pandemic, since we
observed evidence of obesogenic effects when the organism was subjected to both
hits. In view of the difference in enzymatic activities between males and females, it is
suggested that in future works are carried out analyzes of hormonal profile, relating
the hormone levels to the enzymatic activities of the antioxidant system and

cholinesterases to oxidative stress, as well as assessing the accurrence of
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transgenerational pathologies in subsequent generations of mice exposed to GBH

and DH.

Ethical Standards
All experiences were approved by the Ethics Committee on Animal

Experimentation at UNIOESTE.
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Figure legends

Figure 1: Representation of the experimental design. CTL-DP - Standard Diet Control
Group; CTL-DH - Hyperlipidic Diet Control Group; GBH-DP - Glyphosate-based
herbicide group with standard diet; GBH-DH - Glyphosate-based herbicide with

hyperlipidic diet.

Figure 2: Weight in grams (g) of the animals over the eighteen weeks. The CTL-DP

group is represented with red; CTL-DH green; GBH-DP aqua blue; GBH-DH lilac.

Figure 3: A) Diagram of principal component analysis ordenation (PCA). Liver -
Green Ellipse, Muscle - Lilac Ellipse, Hypothalamus - Brown Ellipse. B) Average and
standard errors of the factorial loadings of Dimension 1 of the PCA in female control
mice (CTL) and exposed to Glyphosate-based herbicide (GBH) with standard and
hyperlipidic diet. C) Average and standard errors of the factorial loadings of
Dimension 1 of the PCA in males control mice (CTL) and exposed to Glyphosate-
based herbicide (GBH) with standard and hyperlipidic diet. D) Average and standard
errors of the factorial loadings of Dimension 2 of the PCA in females control mice
(CTL) and exposed to Glyphosate-based herbicide (GBH) with standard and
hyperlipidic diet. E) Average and standard errors of the factorial loadings of
Dimension 2 of the PCA in males control mice (CTL) and Glyphosate-based
herbicide (GBH) with standard and hyperlipidic diet. Note. Dimension 1 represents

the enzymatic activities; Dimension 2 represents the adiposes tissues.
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Figure 3

Dimz2 (31.2%)

z 4 &
Dim1 (34.3%)

Fam
-

-~ figado -® hipotalamae —% muscle

P | oH | c oF I oH |
4 =3 ded
g
" * e
. * - S p [ - )
+ = ,ﬂ’ —$
3 E ..____. |
E
fat
]
=
b w
i} .I___ - g o
._____+ E
-— & N % .
""T._._‘ g
. ee &)

Cargas Fatorais da Dim, 1 em Fémeas

CTL GBH CTL GBH CTL GBH CTL GBH

== 0¥ -8 DH

D: E =
/+ w %""-\.
(=] T —
LT = 2 — T
w {/ = —
5 5 1
o o
£ E
o o (=]
3 3
An L]
& .E
=3 ]
E £
A ol
g &
b3 =
[&] { SR - 5 =1
2 I -
—3
CTL GBH cTL GEH
Gavagem Gavagem

Note: The symbol (*) represents a statistical difference in the liver tissue of the females and the
symbol (*) represents statistical differences in the soleus muscle of the females



77

Supplementary material

Biometric analyses

In relation to the weight of the animals, those who received a hyperlipidic diet
had higher average (F=113,88; p<0,0001). But with more expressive values in males
of both groups, CTL and GBH (F=91,88; p<0,0001). In considering the naso-anal
(NA) length it was verified that the highest averages were obtained among males
(F=56,49; p<0,0001) and in animals that received hyperlipidic diet (F=15,45;
p=0,0003) with no difference between the groups that received GBH or not (F=0,11;
p=0,741). In assessing the Lee Index, the difference was oberved in the diet factor
(F=22,601; p<0,0001) with higher rates in the mice that received a DH diet (Table 1).
In the evaluation of the retroperitoneal fat (R), it was noticed significant differences in
factors like, gender (F=252,9; p<0,0001) and diet (F=9,1061; P=0,0046), with higher
averages in groups that received DH diet, with more expressive values in males
(Table 1). In perigonodal fat (PG), differences were observed in the interaction
between diets and groups (F=5,86; p=0,02); gender and diets (F=5,8057; p=0,0211)
with higher average in males that received DH. There were also seen higher
averages in GBH-DH when compared to CTL-DH group. The analysis of brown fat
were showed statistical differences in the variables diet (F=22,91; p<0,0001) and sex
(F=11,34; p=0,0018) with higher average in males in the group with DH diet (Table

1).

Analyses of cholinergic and antioxidant system activity
In the liver tissue there were no statistical differences in the interaction of the

gender, diet and GBH factors in the enzymatic activities of SOD, CAT, GR and LPO
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(p>0,05). About the activity of the GST enzyme, it was verified statistical significance
only in relation to sex (F=11,18; p= 0,0019), which it was observed the highest
averages among all groups of male mice. In the evaluation of the activity of the ChE
enzyme were detected statistical significance in the interaction activity in females in
the GBH-DH group in relation to GBH-DP and CTL-DH (Table 2).

In the soleus muscle, we evidenced statistical differences in the SOD activity
in the interaction between the factors sex and group (F=4,34, p=0,044), indicating
that GBH-DP and GBH-DH females show greater reductions when compared to
males. For CAT, there was difference in the isolated factors GBH (F=5,90; p=0,020),
Diet (F=11,58; p=0,002) and sex (F=13,10; p=0,0009), and the enzymatic activity
was higher among the CTL-DP females, with a reduction in activity in the other
groups. In the cholinergic system, females revealed significantly higher average of
ChE activity when compared to males. However, in GBH-DH group, females showed
a reduction in such activity, exhibiting similar values to males (F=4,928; p=0,032).
The other variables did not show significant statistical differences among the groups
(p>0,05; Table 2). In the hypothalamus, there was a reduction in SOD activity in
females in the groups that received GBH regardless of diet (F=2,93; p= 0,095).
Meanwhile, in males, CAT activity increased in GBH-DP groups when compared to
CTL-DP. In contrast, in GBH-DH group there was a reduction in relation to GBH-DP
(F=4,54; p=0,039). The other variable did not show significat statistical differences

between the groups (p>0,05; Table 2).



Table 1 - Means and standard errors of adipose tissues and body measurements
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SEX Groups Effects
CTL-DP CTL-DH GBH-DP GBH-DH Groups Diet Sex Interaction
F Peso (g) 22.1+0.33% 30.0+1.1%a 21.9+0.63% 32.241.71% F-0.0021 F-113.81 F-91.88 F=4.7624
p=0.9641 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0355
IL 332.98+10.474 357.59+5.058 332.2445.754 360.44+4.768 F=0.216 F=19.867 F=0.108 F=0.0989
p=0.644 p<0.0001 p=0.7443 p=0.755
NA 8.45+0.25 8.69+0.13 8.42+0.16 8.76+0.09 F=0.209P F=11.5721 F=48.593 F=10.3269
p=0.6501 p=0.0016 p<0.0001 p=0.571
R (9) 0.039+0.003* 0.45+ 0.007® 0.038+0.008* 0.52+0.046° F=1.2251 F=252.953 F=9.1061 F =0.0937
p=0.2755 p<0.0001 p=0.0046 p=0.7613
P (9) 0.202+0.024 1.18+0.10458a* 0.202+0.44* 1.68+0.2358a* F=7.43 F=297.1 F=17.4 F=0.5212
p=0.0097 p<0.0001 P<0.0001 p=0.4749
MA (g) 0.051+0.01242 0.07+0.00252 0.054+0.005"2 0.08+0.00352 F=0.0031 F=22.91 F=11.345 F=1.7534
p=0.9557 p=0.0001 p=0.0018 p=0.1936
M Peso (g) 29.8+0.73% 40.6+1.93% 28.3+0.66*° 37.06+1.45° F-0.0021 F-113.81 F-91.88 F=4.7624
p=0.9641 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0355
IL 341.44+3.81* 359.32+7.788 335.24+4.84* 347.48+5.02°8 F=0.216 F=19.867 F=0.108 F =0.0989
p=0.644 p<0.0001 p=0.7443 p=0.755
NA 9.09+0.14 9.58+0.17 9.10+0.09 9.66+0.12 F=0.209 F=11.5721 F=48.593 F=0.3269
p=0.6501 p=0.0016 p<0.0001 p=0.571
R (9) 0.08+0.014* 0.63+0.023" 0.06+0.008* 0.63+0.057° F=1.2251 F=252.953 P=9.1061 F=0.0937
P=0.2755 P<0.0001 F=0.0046 P=0.7613
P (9) 0.360+0.048* 1.86+0.14380* 0.288+0.015* 2.01+0.18680%* F=7.43 F=297.1 F=17.4 F=0.5212
p=0.0097 p<0.0001 P<0.0001 p=0.4749
MA (g) 0.067+0.003*° 0.106+0.0158° 0.070+0.003*° 0.08+0.0075° F=0.0031 F=22.91 F=11.345 F=1.7534
p=0.9557 p=0.0001 p=0.0018 p=0.1936

Note: Capital letters indicate statistical differences between the Diets, lower case between the Sexes, the symbol (*) between the groups.

P-values in bold are the significant interactions between the factors
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Table 2 - Means and standard errors of enzymatic activities in the hepatic tissues, soleus muscle and hypothalamus of the female (F) and Male (M) genders
among the experimental groups.

Groups Effects
TISSUE SEX ANALYZES  CTL-DP CTL-DH GBH-DP GBH-DH Groups Diet Sex Interaction
Liver F SOD 0.70+0.26 1.560.73 1.58+0.92 1.59+0.21 p=0.5838 p=0.1878 p=0.9068 F=0.0008; p=0.9778
CAT 103.4+18.9  69.9+14.4 63.7+28.4 55.4+14.2 p=0.733 p=0.7119 p=0.609 F=1.2461; p=0.2715
GR 19.29+1.83  9.2+2.36 16.4+3.11 17.8+2.10 p=0.9988 p=0.8732 p=0.967 F=0.6798; p=0.415
GST 168.2+11.32  164.7+7.132 159.8426.32 152.2425.82 p=0.8115 p=0.9842 p=0.0019 F =0.4111; p= 0.5254
LPO 100.4+12.6  91.67.33 92.2+8.61 120.9+1.99 p=0.3297 p=0.5609 p=0.8565 F=1532; p= 0.1507
Che 12.6+3.25 9.8+2.85* 7.4+4.45* 22.0+5.91b%* p=0.5265 p=0.050 p=0.013 F=6.657; p= 0.0139
M SoD 0.90+0.56 1.95+0.46 1.34+1.06 1.96+1.12 p=0.5838 p=0.1878 p=0.9068 F=0,0008; p=0.9778
CAT 45.6+7.23 85.3+36.4 68+17.5 71.2+14.3 p=0.733 p=0.7119 p=0.609 F=2461; p=0.2715
GR 16.1942.01  19.3+1.99 21%7.52 17.3x1.84 p=0.9988 p=0.8732 p=0.967 F=0.6798; p=0.415
GST 203+19.5° 257.2+16.2° 237.3x57.5° 233.1+19.9° p=0.8115 p=0.9842 p=0.0019 F=0.4111; p= 0.5254
LPO 96.8+8.75 99.2+11.1 102.8+10.3 101.9+10.7 p=0.3297 p=0.5609 p=0.8565 F=1532; p= 0.1507
ChE 2.94+0.95 5.63+2.30 4.02+0.78 4.97+1.332 p=0.5265 p=0.050 p=0.013 F=6.657; p=0.0139
Muscle F SoD 13.1+4.11 11.3+3.45 5.1+1.112% 7.2+4.513% p=0.3764 p=0.6141 p=0.6977 F=4.5876; p=0.0385
CAT 34.1#9.2°2  16+1.87B2 20.2+2.9°a 10.0+3.6082 p=0.0714 p=0.0459 p=0.0012 F=0.5472; p=0.464
GR 16.19+2.01  19.3+1.99 21+7.52 17.3+1.84 p=0.6426 0.5372 0.4281 F=0.1418; p= 0.7091
GST 44.41# 13.3+3.02 31.4249.01A2  10.58+6.378 p=0.07 p<0,0001 p<0,0001 F=3.028; p=0.0897
LPO 435+18.6  355%12.05 30.39+12.5* 72,4042 g p=0.5213 p=0.1023 p=0.7906 F=4.1861; p= 0.0475
ChE 2.48+0.28 2.75£0.59 3.70+1.06% 1 364057 p=0.8869 p=0.1691 p=0.0052 F=4.2379; p=0.0463
M SOD 9+1.62 4.2+0.33 11.1+2.73b 7.7+3.06° p=0.3764 p=0.6141 p=0.6977 F=4.5876; p=0.0385
CAT 14.5+1.89° 9.98+2.58P 10.4+3.447b 10.7+1.548b p=0.0714 p=0.0459 p=0.0012 F=0.5472; p=0.464
GR 6.87+1.72 8.51+3.17 6.67+1.64 5.66+2.1 p=0.6426 p=0.5372 p=0.4281 F=0.1418; p= 0.7091
GST 13.4+3.59 17.8+0.80 11 4+4.9b 0.6243.85 p=0.07 p<0,0001 p<0,0001 F=3.028; p=0.0897
LPO 33.3+10.96 56.8+15.55 41.4+13.7 46.6+12.48% p=0.5213 p=0.1023 p=0.7906 F=4.1861E p=0.0475
ChE 1.73+0.44 1.33+0.74 1.65+0.37b 1.44+0.51 p=0.8869 p=0.1691 p=0.0052 F=4.2379; p=0.0463
F SOD 13.9+4.31*  8.36%3.17* 3.96+0.653** 6.11:+2.28%* p=0.7556 p=0.1588 p=0.4707 F=6.2349; p=0.0169
Hypothalamus CAT 7.23£1.37 5.26+0.88 7.77£1.047* 3.74+0.238%* p=0.07 p=0,0007 p=0.4073 F=12.5673; p= 0.001
GR 6.6+1.55 5.04+0.84 4.99+0.72 6.32+0.45 p=0.5451 p=0.708 p=0.2004 F=3.8864; p= 0.056
GST 5.16+1.12 3.35+0.80 4.02+1.26 5.5+1.98 p=0.2821 p=0.7988 p=0.1552 F=4.0898; p=0.05
LPO 12.46+3.65 10.5+1.83 11.1 +0.86 7.06+1.47 p=0.3238 p=0.6962 p=0.5859 F=0.0938; p=0.7611
ChE 2.840.2 2.76+0.40 2.54+0.52 3.13+0,59 p=0.2378 p=0.2462 p=0.3898 F=0.6849 0.4129
M SOD 10.4%2.55 2.8+0.63 13.745.1P 8.93+1.33b p=0.7556 p=0.1588 p=0.4707 F=6.2349; p=0.0169
CAT 4.39+0.69 5.28+1.24 10+0.89”~ 4.11+0.908** p=0.07 p=0,0007 p=0.4073 F=12.5673; p= 0.001
GR 3.98+0.78 5.24%0.92 5.5+0.43 4.91+0.68 p=0.5451 p=0.708 p=0.2004 F=3.8864; p= 0.056
GST .99+0.83 £1.1 4.15+0.58 3.43+0.58 p=0.2821 p=0.7988 p=0.1552 F=4.0898; p=0.05
LPO 8.94+2.43 12.6+£2.95 6.36+2.26 10.16+3.26 p=0.3238 p=0.6962 p=0.5859 F=0.0938; p=0.7611
ChE 1.9820.32 2.45£0.22 2.8140.22 2.88+0.51 p=0.2378 p=0.2462 p=0.3898 F==0.6849 0.4129

Note: Capital letters indicate the statistically significant difference between Diets, minuscule between Sex, and the symbol (*) between groups
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Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizacao

O protocolo intitulado “Efeitos do herbicida glifosato sobre a
homeostase glicémica e lipidica em camundongos obesos pela dieta
hiperlipidica”, sob a responsabilidade de Maria Lucia Bonfleur que
envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica encontra-se
Aprovado para execugdo, estd de acordo com as Normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do UNIOESTE
em reunido de 11/05/2018.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagaéo 01/06/2018 - 30/04/2020

Espécie/linhagem/raga gg?é.t&céongosz Mus musculus, camundongo isogénico

N. de animais 144

Peso/ldade 45-20g/30 dias

Sexo Masculino

Grigem Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do
9 Parana - UNIOESTE - Campus Cascavel - PR.

Profa. Dra. Cueiaha Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n® 3730/2016 - GRE
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ANEXO B - NORMAS DA REVISTA CIENTIFICA

JOURNAL OF DEVELOPMENTALORIGINS OF HEALTH AND DISEASE

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Mission Statement

Journal of Developmental Origins of Health and Disease (J DOHaD) is the official
scientific journal of the International Society for Developmental Origins of Health
and Disease (DOHaD).

JDOHabD publishes leading research in the field of Developmental Origins of Health
and Disease (DOHabD). The Journal focuses on the environment during early pre-
natal and post-natal animal and human development, interactions between
environmental and genetic factors, including environmental toxicants, and their
influence on health and disease risk throughout the lifespan. JDOHaD publishes
work on developmental programming, fetal and neonatal biology and physiology,
early life nutrition, especially during the first 1,000 days of life, human ecology and
evolution and Gene-Environment Interactions. JDOHaD also accepts manuscripts
that address the social determinants or education of health and disease risk as they
relate to the early life period, as well as the economic and health care costs of a
poor start to life. Accordingly, JDOHaD is multidisciplinary, with contributions from
basic scientists working in the fields of physiology, biochemistry and nutrition,
endocrinology and metabolism, developmental biology, molecular biology/
epigenetics, human biology/ anthropology, and evolutionary developmental biology.
Moreover clinicians, nutritionists, epidemiologists, social scientists, economists,
public health specialists and policy makers are very welcome to submit
manuscripts. The journal includes original research articles, short communications
and reviews, and has regular themed issues, with guest editors; it is also a platform
for conference/workshop reports, and for opinion, comment and interaction.

Categories of papers

Original research articles - This category is intended for full-scale basic, clinical or
epidemiological studies including large controlled trials. Articles may contain up to
5,000 words (not including references, figures and tables) and should include an
abstract of up to 250 words and 3-5 key words. (Exceptions to the length limitation
will be considered for unusually large or complex studies.) Brief reports - This
category is for smaller, self-contained laboratory or clinical studies or analyses.
Papers in this category may contain up to 2,500 words (not including references,
figures and tables) and should include a maximum of 25 references, up to 2
illustrations (figures or tables), an abstract of up to 150 words and 3-5 key words.
Rapid communications - This category is for 'fast-breaking' new work, which is of
great potential interest and can be succinctly presented.

Authors who wish to submit a rapid communication must first send an abstract to
the Editor in

Chief, Michael Ross (DOHaDeditor@cambridge.org) for approval of submission in
this category. Submissions that do not have prior approval will be reviewed on the
regular track.
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Papers in this category may contain up to 2,500 words (not including references,
figures and tables) and should include a maximum of 25 references, up to 2
illustrations (figures or tables), an abstract of up to 150 words and 3-5 key words.
Rapid communications will bereviewed and published on a “fast track” basis.
Reviews — J DOHabD will publish scholarly, comprehensive reviews that summarize
and critically evaluate research in the field addressed and identify future
implications. Reviews will be invited by the Editors but may also be submitted.
Authors wishing to submit papers in this category are advised to contact either the
Editor-in-Chief or appropriate Associate Editor before doing so. Reviews may
contain up to 5,000 words (not including references, figures and tables) and should
include an abstract of up to 250 words and 3-5 key words. (Exceptions to the
length limitation will be considered if justified by the scope of the Review).

Focus Papers — These papers focus attention on a research paper published in the
same issue in the journal. Focus Papers should highlight, discuss and amplify the
issues addressed in the research paper adding perspectives derived the author’s
own work and the literature and should consider the implications of the findings.
Focus papers need not necessarily agree with the paper they address. Focus
Papers may contain up to 1500 words (not including references, figures and tables)
and 3-5 key words. No abstract is needed. Focus Papers are invited by the Editor-
in-Chief.

Letters to the Editor - Letters are invited that discuss or comment on papers
published in J DOHaD. They should not, however, be used as a means of
publishing new work. Letters should have no more than 10 references and should
not contain figures or tables. Acceptance will be at the discretion of the Editorial
Board, and editorial changes may be required. Wherever possible, letters from
responding authors will be included in the same issue.

Papers in all categories, whether invited or submitted, will be peer reviewed.

Clinical Trials

As a condition of consideration for publication, registration of clinical trials in a
public trials registry is required. A clinical trial is defined by the International
Committee of Medical Journal Editors (in accordance with the definition of the
World Health Organisation) as any research project that prospectively assigns
human participants or groups of humans to one or more health-related interventions
to evaluate the effects on health outcomes. Trials must be registered before the
start of patient enrollment. The registry must be accessible to the public at no
charge. It must be open to all prospective registrants and managed by a not-for-
profit organization.

There must be a mechanism to ensure the validity of the registration data, and the
registry should be electronically searchable. An acceptable registry must include at
minimum a unique trial number, trial registration date, secondary identification
information if assigned by sponsors or others, funding source(s), primary and
secondary sponsor(s), responsible contact person, research contact person, official
scientific title of the study, research ethics review, the medical condition being
studied, intervention(s), key inclusion and exclusion criteria, study type, anticipated
trial start date, target sample size, recruitment status, primary outcome, and key
secondary outcomes. Registration information must be provided at the time of
submission. Trial registry name, registration identification number, and the URL for
the registry should be included at the end of the abstract.
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Originality and copyright

To be considered for publication in J DOHaD, a manuscript cannot have been
published previously, nor can it be under review for publication elsewhere.
(Previously published figures may be sparingly used in Reviews, with appropriate
permission.) The posting of a brief summary of clinical trial outcomes on a
pharmaceutical website (such as the PhRMA-sponsored database
www.clinicalstudyresults.org) will not necessary count as prior publication nor
impede full consideration of a manuscript: J DOHaD will look at this on a caseby-
case basis to determine the extent of overlap between the trial data posted and the
manuscript as submitted, and will decide whether the manuscript contains a
sufficiently new perspectives or sufficient additional data for it to count as original.
Authors should declare when submitting manuscripts that such data have already
been posted and J DOHaD will review this sympathetically. Papers with multiple
authors are reviewed with the assumption that all authors have contributed
materially to the research reported, have approved the submitted manuscript and
concur with its submission to J DOHaD. A Copyright Transfer Agreement, with
certain specified rights reserved by the author, must be signed and returned to the
Editor by the senior author of accepted manuscripts (Signing on behalf of all the
other authors), prior to publication. This is necessary for the wide distribution of
research findings, and the protection of both author and the International Society for
Developmental Origins of Health and Disease under copyright law.

Authorship

All individuals included as authors of papers must have contributed substantially to
the scientific process leading up to the writing of the paper. Such contribution
includes the conception and design of the project, the performance of experiments
and the analysis and interpretation of data. In addition the author should have made
a substantial contribution to drafting or critical revision of the manuscript for
important intellectual content.

We are aware that authors sometimes receive assistance from technical writers,
language editors and/or writing agencies in preparing manuscripts for publication.
Such assistance must be noted in the cover letter and in the Acknowledgements
section along with a declaration that the author(s) are entirely responsible for the
scientific content of the paper.

Failure to acknowledge assistance from technical writers, language editors and/or
writing agencies in preparing manuscripts for publication in the Acknowledgements
section may lead to disqualification of the paper.

Under no circumstances will J DOHaD accept submissions by writing or editorial
agencies on behalf of authors and there will be no correspondence with writing or
editorial agencies regarding submitted or revised manuscripts.

Manuscript submission

All  manuscripts must be submitted onlinevia the website:
http://mc.manuscriptcentral.com/dohad

Detailed instructions for submitting your manuscript online can be found at the
submission website by clicking on the ‘Instructions and Forms’ link in the top right of
the screen; and then clicking on the ‘Author Submission Instructions’ icon on the
following page.

The Editor-in-Chief will acknowledge receipt of the manuscript, provide it with a
manuscript reference number and assign it to an Associate Editor and to reviewers.


http://mc.manuscriptcentral.com/dohad
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The reference number of the manuscript should be quoted in all correspondence

with the J DOHaD Office and Publisher.

Initial Submission

The following instructions must be followed carefully:

* The preferred file format for submission is Microsoft Word; however you can also
submit Adobe Acrobat (.pdf) files readable with Acrobat Reader. The tables and
figures should be included in the same file.

* Word Perfect or other word-processor files or Macintosh-based files are not
acceptable.

* Tables should be placed at the end of the document and not within the text. « Do
not use “enter” in order to start a new page. “Hard” page or section breaks must
be used.

* A cover letter should be attached as a separate file. In the cover letter, the
category under which the manuscript is submitted should be indicated and the
corresponding author identified, including phone number, fax number and
electronic mail address. The cover letter must include a statement regarding
authorship (see Authorship section above).

* File-names should indicate the name of the first author of the paper or an
abbreviated version thereof and the content of the file (text, tables, figures).

* Printed copies of the manuscript, tables and figures are not required and should
not be sent.

Please note that correspondence regarding submitted and revised manuscripts will

be with the

Corresponding Author only.

Revised\Final Submission

» The uploaded manuscript must be in the form of a Word for Windows file with
figures (prepared as instructed below) in separate files. Word Perfect or other
word- processor files or Macintosh-based files are not acceptable.

* Do not use “enter” in order to start a new page. “Hard” page or section breaks
must be used.

* Figures should be prepared using appropriate formats and saved as TIFF or JPEG
files. It is essential that JPEGs are greater than 320dpi. PowerPoint files or figures
“pasted” intoWord files are not acceptable for revised or final submissions.

* File names should indicate the manuscript number assigned by the journal and the
content of the file (text, figures).

Review process

Manuscripts submitted to J DOHabD including those for supplements will be

reviewed by at least two external reviewers and evaluated by an Associate Editor.

Authors are requested to suggest up to 4 reviewers who are especially qualified to

referee the work and would not have a conflict of interest. Please provide the

names, email addresses, fax numbers and mailing addresses of the suggested
reviewers. If authors would prefer that a particular reviewer(s) not evaluate the
paper, they may indicate this request with appropriate justification, which will be
treated confidentially. Suggestions and requests regarding reviewers will be
considered by the Editor without obligation to accept them.

Authors should note that manuscripts may be returned after initial review by the

Editors if the paper is deemed unlikely to be reviewed favorably. This rapid rejection

process enables the author to submit promptly for publication elsewhere.
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Every effort will be made to provide the author with a review within 6 weeks of
receipt of the manuscript. If the Editor requests that revisions be made to a
manuscript before publication, a maximum of 3 months shall be allowed for
preparation of the revision, except in unusual circumstances.

Manuscript preparation and style

The manuscript should be typed double-spaced throughout on 'Letter' or A4 paper.
Pages should be numbered sequentially beginning with the Title Page. Margins
should not be less than 2.5cm on all sides and the font should be clearly legible and
uniform throughout.

A Short Title of up to forty-five characters should be provided on the title page and
should be repeated at the top right of every following page. The names of the
authors (e.g. Smith et al. or Smith and Jones) should be given at the top left of
every page besides the title page.

The Abstract should be unstructured (i.e., no sub-headings) but must provide the
reader with a self-contained summary of the paper. It should include a brief
introduction to the paper, the method, the key findings, and the conclusions. A list of
3-5 key words or terms for indexing should follow the abstract.

The Body of the Manuscript should begin on page 3. For Regular Original
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