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RESUMO GERAL

No presente estudo, analisou-se se a exposi¢gao materna ao glifosato, durante
a prenhez e lactacao, altera o metabolismo lipidico hepatico da prole adulta de
camundongos alimentada com dieta hiperlipidica. Para isso, camundongos
fémeas adultos da linhagem C57BL/6 foram isoladas, apos constatada a
prenhez, e separadas em dois grandes grupos: 1) Grupo Controle (CTL), que
recebeu dieta padrdo e agua ad libitum e 2) Grupo Glifosato (GF), que recebeu
dieta padrédo e agua com 0,5% da formulagdo comercial de glifosato (Roundup
Original DI®). O tratamento ocorreu do dia 0 até o 30° dia pos-natal, mantendo
a mesma suplementacao alimentar. No 60° dia pds-natal, a prole foi separada
em quatro grupos: os animais do grupo CTL foram subdivididos em 1a) Grupo
CTL-DP-F1, que permaneceram com a mesma suplementagao alimentar e 1b)
Grupo CTL-DH-F1, que recebeu dieta com alto teor de gordura; os animais do
grupo GF foram subdivididos em 2a) Grupo GF-DP-F1, que continuaram
recebendo a dieta padrdo e 2b) Grupo GF-DH-F1, que receberam dieta com
alto teor de gordura. Aos 150 dias de vida os animais sofreram eutanasia e
foram coletadas amostras biolégicas para analise plasmatica e histologica. O
ganho de peso corporal foi similar entre os animais do grupo CTL-DP-F1 e GF-
DP-F1, porém menor em relagdo aos animais que ingeriram dieta hiperlipidica.
Todavia este parametro foi significativamente menor nos animais do grupo GF-
DH-F1 em relagdo aos CTL-DH-F1. O acumulo de gordura aumentou nos
animais do grupo CTL-DH-F1 em relagdo aos demais grupos aos 150 dias. Nos
animais do grupo GF-DH-F1, a dieta aumentou em 75 e 60% o peso das
gorduras retroperitoneal e perigonadal, respectivamente, em relagdo aos
grupos CTL-DP-F1 e GF-DP-F1. Interessantemente, o acumulo de gordura foi
aproximadamente 50% menor nos animais GF-DH-F1 em relagdo ao grupo
CTL-DH-F1. As concentragdes plasmaticas de COL e TG foram similares entre
os grupos CTL-DP-F1 e GF-DP-F1 e significativamente menores em relagao ao
grupo CTL-DH-F1. O peso do figado foi maior no grupo GF-DP-F1 quando
comparado ao CTL-DP-F1. Destaca-se que o peso do figado dos animais GF-
DH-F1 foi maior em relagdo ao grupo CTL-DH-F1. O conteudo total de lipidios
do figado foi semelhante entre os grupos CTL-DP-F1 e GF-DP-F1,
diferentemente do conteudo de triglicerideos que foi significativamente maior
nos animais do grupo GF-DP-F1. O grupo GF-DH-F1 apresentou conteudo total
de lipidios e de TG no figado, menores em relagdo ao grupo GF-DP-F1. Os
figados dos animais que receberam a dieta hiperlipidica apresentaram
esteatose. Foi observada fibrose em 66,67% dos animais do grupo CTL-DH-F1
e em 40% do grupo GF-DH-F1. Enquanto nos animais do grupo CTL-DP-F1
nao foram observados focos inflamatérios no tecido hepatico, nos demais
grupos foram observados infiltrados de leucécitos. Assim, demonstramos pela
primeira vez que a exposicdo materna de camundongos machos ao glifosato
leva a inflamacéo hepatica na prole adulta. Quando a prole € exposta a dieta
hiperlipidica, observamos que os descendentes de méaes expostas ao glifosato
apresentam acumulo de gordura no tecido adiposo e figado, bem como
dislipidemia mais branda em relagcdo a prole de maes controle que receberam
dieta hiperlipidica.



Palavras-chave: Roundup, Figado, Esteatose, Desregulador Enddcrino,
Programacao Metabdlica.

GENERAL ABSTRACT

In the present study, we evaluated the effects of maternal exposure to
glyphosate, during pregnancy and lactation period, in hepatic lipid metabolism
on adult mice offspring with high-fat diet-fed. Thus, female mice C57BL/6 were
randomly divided in: 1) Control group (CTL), which received standard chow and
pure water ad libitum and 2) Glyphosate group (GF), which received standard
chow and water with 0.5% of commercial formulation of GF (Roundup Original
DI®). The treatment occurred from day 0 at 30" postnatal day, keeping the
same food supplementation. At 60" postnatal day, offspring was separated in
four groups: CTL group animals were subdivided in 1a) CTL-DP-F1 group,
which kept same food supplementation and 1b) CTL-DH-F1 group, which
received high-fat diet; GF group animals were subdivided in 2a) GF-DP-F1
group, which kept the same food supplementation and 2b) GF-DH-F1 group,
which received a high-fat diet. At 150 days of life, offspring were euthanized.
Body weight gain were similar between CTL-DP-F1 and GF-DP-F1, however
lower than high-fat diet-fed groups. Nevertheless, this parameter was
significantly lower in GF-DH-F1 groups when compared to CTL-DH-F1. High-fat
diet consumption increased fat pad mass in CTL-DH-F1 group in relation to
others groups at 150 days of age. GF-DH-F1 group increased 75 and 60%
retroperitoneal and perigonadal fat pads, respectively, in relation to CTL-DP-F1
and GF-DP-F1. Interestingly, fat pad accumulation was 50% lower in GF-DH-F1
group when compared to CTL-DH-F1 group. CHOL and TG fasting serum levels
were similar between CTL-DP-F1 and GF-DP-F1 and significantly lower to CTL-
DH-F1. Liver weight were higher in GF-DP-F1 group when compared to CTL-
DP-F1. Stands out that liver weight in GF-DH-F1 were higher in relation to CTL-
DH-F1. Liver total lipids content was similar between CTL-DP-FQ and GF-DP-
F1, but the TG content was higher in GF-DP-F1 group. GF-DH-F1 shows liver
total lipids content and TG lower in relation to GF-DP-F1. The groups that
received high-fat diet showed steatosis on liver. It was observed fibrosis on liver
of 66.67% in CTL-DH-F1 and 40% in GF-DH-F1. All the treatment groups had
lobular inflammation. Thus, it was show for the first time that maternal exposure
to glyphosate in male mice leads to hepatic inflammation on adult offspring.
When we analyzed the offspring which received high-fat diet, we observed that
puppies which mothers were exposed to glyphosate had fat pad accumulation
on white adipose tissue and liver, as well as soft dyslipidemia in relation to
control dams offspring which received high-fat-diet.

Key-words: Roundup, Liver, Steatosis, Endocrine Disruptor, Metabolic
Programming
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INTRODUGAO GERAL

Em ambito mundial, o Brasil despontou em 2008 como o maior
consumidor de agrotoxicos, ultrapassando os Estados Unidos, e movimentando
cerca de US$ 73,3 bilhdes, o que representou 19% do mercado global.
Enquanto o mercado mundial de agrotoxicos cresceu aproximadamente 93%
entre os anos de 2002 a 2012, o mercado brasileiro cresceu 190%, sendo que
as lavouras de soja, milho, algodao e cana-de-agucar representaram cerca de
80% do total de vendas deste setor. Somente no ano de 2012, foram plantados
71 milhdes de hectares no pais, gerando um consumo de 835 milhdes de litros
de agrotoxicos pulverizados nestas lavouras, promovendo uma exposi¢cao
média ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotoxicos por
habitante brasileiro (ABRASCO, 2012).

Segundo o Dossié Associacao Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO,
2012), cerca de 70% dos alimentos in natura consumidos no Brasil estdo
contaminados por agrotoxicos e aproximadamente 28% destes contém
substancias n&o autorizadas. Dados da World Health Organization (WHO)
apontam que, entre os paises em desenvolvimento, os agrotéxicos causam,
anualmente, cerca de 70.000 intoxica¢des agudas e crénicas (WHO, 2012). Em
geral, estas intoxicagbes estdo relacionadas intrinsicamente com o uso
inadequado desses produtos, sua alta toxicidade, a caréncia de equipamentos
de protecédo e a precariedade de 6rgéos de vigilancia. Este quadro pode ser
agravado pelo baixo nivel socioeconémico e cultural dos trabalhadores rurais,
que hoje perfazem cerca de 12 milhdes de brasileiros expostos diretamente a
estes compostos (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001; VEIGA et al., 2006). Muitos
destes produtos, além de extremamente toxicos, sdo de longa permanéncia e
persisténcia no meio ambiente, alguns deles caracterizados como Poluentes
Organicos Persistentes (POPs) (PINTO; PINTO; FILHO, 2007).

Com a necessidade de acrescer a produtividade agricola apos a
Segunda Guerra Mundial, aumentou-se a utilizacdo destes POPs, levando ao
maior acumulo destes produtos poluentes nos solos e na agua, os quais, ao

longo da cadeia tréfica, causam efeitos citotoxicos em animais expostos (COX,
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1998; FELIX; NAVICKIENE; DOREA, 2007). Agindo de maneira similar aos
POPs (KISSANE; SHEPHARD, 2017), destacam-se os herbicidas a base de
glifosato.

O (¢lifosato é o ingrediente ativo do Roundup® (Monsanto, Brasil) e
classificado como um herbicida sistémico e n&do seletivo desenvolvido para
exterminar espécies de plantas de folhas largas, gramineas (BENEDETTI et al.,
2004) e ciperaceas (COX, 1998). As propriedades herbicidas do glifosato foram
descobertas por cientistas da Monsanto em 1970, sendo introduzido no
mercado norte-americano em 1974 sob a marca Roundup®, expandindo-se
rapidamente a diversos paises do mundo (FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997;
WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000), sendo possivelmente o mais importante
herbicida ja desenvolvido (WHO, 1994).

Humanos e mamiferos podem ter contato com residuos de glifosato em
praticas agricolas (ACQUAVELLA et al., 2004), pela alimentagao (TAKAHASHI;
HORIE; AOBA, 2001) ou mesmo pelo contato com aguas contaminadas (COX,
1998), devido a ampla utilizagdo e larga distribuicdo deste composto em
ambientes domeéstico e urbanos (MESNAGE et al., 2015).

A presengca de agrotdéxicos no meio ambiente esta possivelmente
relacionada ao aumento do numero de casos de anormalidades no sistema
reprodutivo de animais, como hipospadias, criptorquidia, cancer testicular na
puberdade, endometriose e cancer de mama (COLBORN; DUMANOSKI;
MYERS, 1996; OMRAN; SALAMA, 2016). Estes ainda apresentam uma intima
relagdo com a diminuicdo da contagem espermatica, redugdo do volume
ejaculado, além do aumento significativo de espermatozoides anormais ou
mortos (MORRISSEY et al., 1988; YOUSEF et al., 1995), com frequéncia e
intensidades variadas de acordo com a fase de vida a qual o organismo foi
exposto.

Animais tratados com a formulagdo comercial do glifosato apresentaram
menor ganho de peso corporal, ingesta alimentar e palatabilidade, devido a
possiveis efeitos do herbicida ou seus metabdlitos no centro neuronal,
possivelmente no hipotalamo. O figado destes animais apresentou menor peso,
maior lipoperoxidagdo e maior atividade de Glutationa Peroxidase (GPx)
(BEURET; ZIRULNIK; GIMENEZ, 2005), Alanina Aminotransferase (ALT),
Aspartato Aminotransferase (AST) (BENEDETTI et al., 2004) e Gama Glutamil
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Transferase (y-GT) (JASPER et al., 2012), expressas pelo aumento de tecido
conjuntivo e fibras colagenas nas células hepaticas (BENEDETTI et al., 2004).
Fémeas e suas proles apresentaram maior lipoperoxidagdo no figado e
concentragbes plasmaticas com meédias caracteristicas de portadores de
sindrome anémica, quando comparadas a animais nao tratados, com redugao
significativa no numero de eritrécitos, hematdcitos e concentragdo de
hemoglobina (BEURET; ZIRULNIK; GIMENEZ, 2005; JASPER et al., 2012).

Perturbagdes durante o periodo perinatal podem prejudicar a
programagao metabdlica e aumentar, consequentemente, a susceptibilidade a
obesidade e comorbidades associadas em adultos (MERRILL et al., 2014).
Como exemplo historico, a fome holandesa, entre 1944 e 1945, originou
adultos com sindrome metabdlica e intolerancia a glicose devido a ma nutricdo
no inicio de suas vidas (RAVELLI et al., 1998; HULT et al., 2010). Este tipo de
modulagao é utilizada em roedores com resultados similares aos observados
em humanos (DAHRI et al., 1991; FERNANDEZ-TWINN et al., 2005).

Objetivando compreender a susceptibilidade de animais que sofreram
perturbacdes no periodo perinatal a determinadas comorbidades, diferentes
estratégias estdo sendo utilizadas, tais como a administracdo de farmacos,
suplementacao alimentar e dietas selecionadas. Dentre os modelos de dietas
experimentais, a Dieta Hiperlipidica (DH) possui um alto teor caldrico,
assemelhando-se aos alimentos presentes no cotidiano da populagdo. A DH
aumenta o peso e a massa corporal, o acumulo de gordura, a ingesta alimentar
(GOMES et al., 2013) e induz a instalagdo de quadros de Resisténcia a Insulina
(RI), inflamacdo (CANI et al., 2007), hiperinsulinemia, hiperglicemia e Diabetes
Mellitus (DM) (SRINIVASAN et al., 2005).

Estudos recentes mostraram que a exposicdo a POPs no periodo
perinatal pode prejudicar a programagdo metabdlica, aumentando a
susceptibilidade do desenvolvimento de comorbidades na fase adulta,
alterando o peso corporal e concentragdes plasmaticas de glicose e insulina,
gasto energético, entre outros fatores (MERRILL et al., 2014). Contudo, ndo
existem trabalhos na literatura que expressam as consequéncias do glifosato
sobre o perfil lipidico hepatico em proles de fémeas adultas de camundongo
expostas durante o periodo de gestacédo e lactagdo. Assim, neste trabalho
investigou-se se a exposicdo materna ao glifosato, durante a prenhez e
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lactacdo, altera o metabolismo lipidico hepatico da prole adulta de
camundongos alimentados com DH. Acredita-se que a suplementagdo com a
dieta hiperlipidica, em animais expostos ao glifosato durante prenhez e
lactag&o, potencializa os efeitos deletérios do herbicida no metabolismo lipidico
hepatico de roedores.
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REVISAO GERAL DA LITERATURA

Desreguladores endocrinos

A exponencial exposi¢gao da populacdo a diversos tipos de pesticidas,
poluentes industriais e compostos quimicos sintéticos presentes na
alimentacdo, bem como nas bebidas e na producédo de artefatos de plastico
tem despertado maior interesse na possivel interferéncia destes compostos na
funcdo de horménios endogenos sexuais (DELLEGRAVE et al, 2007), podendo
levar a wuma grande variedade de anomalias reprodutivas e do
desenvolvimento. A classe de compostos quimicos que provocam alteragcdes
no sistema endocrino de animais denomina-se “desreguladores enddcrinos”
(AKINGBEMI; HARDY, 2001).

O termo desregulador endocrino € amplamente utilizado para identificar
substancias que alteram funcbes enddcrinas e provocam efeitos adversos,
tanto em organismos expostos como em suas proles (COLBORN;
DUMANOSKI; MYERS, 1996). Estas substancias atuam ligando-se diretamente
aos receptores celulares de determinados horménios fazendo com que a célula
responda a um falso estimulo (efeito agonista) ou impedindo-a de produzir uma
resposta hormonal normal (efeito antagonista). Elas podem ainda atuar
modulando as concentragbes hormonais enddgenas através da interferéncia
em vias bioquimicas de produgao, utilizagdo ou metabolismo destes hormdnios
(OETKEN et al., 2004). Dentre uma extensa variedade de substéncias com
estas caracteristicas, destacam-se as de origem farmacoldgica, compostos de
dioxina, residuos plastificantes, fungicidas, pesticidas e herbicidas como os a
base de glifosato (OMRAN; SALAMA, 2016).

Devido a comprovada importéncia econdmica dos herbicidas a base de
glifosato, estes tém sido amplamente utilizados nos mais diversos tipos de
culturas agricolas em todo mundo. Entretanto, estes compostos quimicos sao
classificados como persistentes no ambiente, sendo potencialmente perigosos
a saude de animais e humanos ao longo da cadeia alimentar (DELLEGRAVE et
al., 2007). A larga distribuicdo destes compostos no meio ambiente esta
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possivelmente relacionada ao aumento do numero de casos de anormalidades
no sistema reprodutivo de animais (COLBORN; DUMANOSKI; MYERS, 1996;
OMRAN; SALAMA, 2016), com frequéncia e intensidades variadas de acordo
com a fase de vida a qual o organismo foi exposto.

O desenvolvimento do sistema sexual dos animais ocorre durante os
periodos pré e neonatal, sendo hormonalmente regulado e extremamente
sensivel a substancias exdégenas que possuem efeitos endégenos, como o
glifosato. Desequilibrios hormonais neste periodo podem provocar efeitos
adversos na formagéo dos 6rgaos reprodutivos de machos e fémeas (MABLY;
MOORE; PETERSON, 1992; DELLEGRAVE et al., 2007) devido a toxicidade
que estes compostos provocam.

Esta citotoxicidade esta associada com a perda da homeostase
intracelular de calcio, devido a alteragdes nos estoques celulares e/ou aumento
da permeabilidade plasmatica a este ion. Esta sobrecarga de calcio leva a
disfungdes mitocondriais, desencadeando uma cascata de eventos que incluem
a ativagao de vias de sinalizacdo que aumentam a producdo de Espécies de
Oxigénio Reativo (ROS) (KIM et al., 2013).

Devido aos expressivos resultados no dano celular causado a
organismos expostos a estes compostos, como os a base de glifosato, tem-se
intensificado as investigagbes sobre os possiveis efeitos endocrinos destas
substancias. As alteragdes nos sistemas reprodutivos destes animais estao
possivelmente relacionadas a inibicdo da esteroidogénese causadas pela
formulagcdo comercial do glifosato. Segundo Walsh et al. (2000), o Roundup
atua desregulando a expresséo da proteina reguladora aguda esteroidogénica
(StAR), mostrando que este herbicida tem a capacidade de desregular a fungéo
reprodutivas de animais. Porém, quando isolado, o glifosato ndo altera a
producdo de esteroides, mostrando que € necessario ao menos algum outro
componente da sua formula comercial para desregular a esteroidogénese.

Além disso, a exposi¢cao ao Roundup, in vitro, provocou uma diminui¢ao
na atividade da enzimatica da aromatase, responsavel pela sintese de
estrogénio, em células de placenta humana em concentragbes muito menores
daquelas aceitaveis na agricultura (RICHARD et al.,, 2005). Estes
desreguladores enddcrinos podem lesionar o sistema reprodutor masculino

através de interferéncias na divisdo ou inibigdo da diferenciacéo celular das
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células de Leydig, ainda n&o protegidas pela barreira hematopoiética,
comprometendo diretamente a fungdo das mesmas (DELLEGRAVE et al.,
2007).

Richard et al. (2005), apontaram que o glifosato atua também como um
desregulador da atividade enzimatica do CYP450 aromatase em concentragdes
cem vezes menores daquelas recomendadas seguras ao uso. Durante a
diferenciagdo sexual cerebral, altas concentracbes de testosterona sao
convertidas, na hipofise e no tronco cerebral, em dihidrotesterona pela enzima
5-a-redutase ou em estradiol, nos neurénios do sistema limbico e hipotalamico,
pela CYP450 aromatase, conforme Figura 1. O estradiol € uma importante via
para masculinizacdo do cérebro. Substancias que sao capazes de interferir
nesta via podem inibir a diferenciagdo sexual dos machos (KELLY, 1991).

Figura 1 — A via esteroidogénica.
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Glifosato

Com o passar dos anos, houve uma intensa preocupagédo com o meio
ambiente, tanto da comunidade cientifica quanto da comunidade em geral. Em
1972, a Convencgao de Estocolmo firmou um pacto global, obrigatorio e legal no
intuito de banir a producgado, uso e disponibilidade de POPs. Muitos destes
poluentes sdo extremamente téxicos e de longa permanéncia e persisténcia no
meio ambiente (PINTO; PINTO; FILHO, 2007). O aumento da utilizagdo dos
POPs como forma de aumentar a produtividade das lavouras corroborou com
aumento do acumulo destes compostos poluentes nos solos e na agua, os
quais, ao longo da cadeia tréfica, causam efeitos toxicos nos animais expostos
a estes ambientes (COX, 1998; FELIX; NAVICKIENE; DOREA, 2007). Estudos
recentes tém associado a exposi¢cao aos POPs a diversas patologias (THAYER
et al., 2012; MERRILL et al., 2014). Com o mecanismo de acdo similar a estes
poluentes, os herbicidas a base de glifosato sdo os que apresentam maior
abrangéncia mundial.

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina, C3H8NO5P) € um organofosfato,
sendo o ingrediente ativo do Roundup® (Monsanto, Brasil) e classificado como
um herbicida sistémico e nido seletivo desenvolvido para exterminar espécies
de plantas de folhas largas, gramineas (BENEDETTI et al., 2004), ciperaceas
(COX, 1998) e arbustos lenhosos em pomares, vinhas, plantagbes de
coniferas, entre outras (TIZHE et al., 2014). Ele inibe o crescimento destas
plantas através da interferéncia na producdo de aminoacidos aromaticos
essenciais na rota enzimatica do acido chiquimico (COX, 1998), inibindo a
sintese da enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato sintetase (EPSPS), que
sintetiza os aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano (WILLIAMS, KROES,
MUNRO, 2000; SCHONBRUNN et al., 2001). Esta via metabdlica existe na
maioria das plantas e microorganismos, porém ndo é compartilhada com os
animais, fazendo com que seu efeito bloqueador seja restrito (WILLIAMS;
KROES; MUNRO, 2000; TIZHE et al, 2014; MESNAGE et al., 2015).

As propriedades herbicidas do glifosato foram descobertas por cientistas
da Monsanto em 1970, sendo introduzido no mercado americano em 1974 sob

a marca Roundup®, expandindo-se rapidamente a diversos paises do mundo
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(FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997; WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000) sendo
possivelmente o mais importante herbicida ja desenvolvido (WHO, 1994). A
formulagcdo comercial de glifosato combinada com surfactantes é considerada
mais toxica que somente o composto glifosato, sendo necessaria, em média,
um terco da dose de Roundup® para matar um rato em relagédo a quantidade
de glifosato isolado (PEIXOTO, 2005). O uso de surfactantes provavelmente
contribui para a toxicidade aguda das formulagdes de glifosato, evidéncia que
contraria algumas sugestbes de que sdo os surfactantes que tornam possivel
esta toxicidade (BRADBERRY; PROUDFOOT; VALE, 2004; JASPER et al.,
2012).

Humanos e mamiferos podem ter contato com residuos de glifosato em
praticas agricolas (ACQUAVELLA et al., 2004), pela alimentagao (TAKAHASHI;
HORIE,;AOBA, 2001) ou mesmo pelo contato com aguas contaminadas (COX,
1998), devido a ampla utilizaggo em ambientes doméstico e urbanos
(MESNAGE et al.,, 2015). Devido ao uso indiscriminado e a repetitivas
aplicacbes necessarias para o controle de ervas daninhas, grandes
quantidades de glifosato sdo encontradas em corpos d’agua e campos de
pastagem tornando-os perigosos aos animais que fazem uso destes (AYOOLA,
2008; TIZHE et al., 2014).

Apesar das empresas produtoras de herbicidas a base de glifosato
afirmarem que o mesmo apresenta uma baixa toxicidade e respeito pelo meio
ambiente, evidencias recentes indicam que o mesmo pode nao ser tdo seguro
quanto anteriormente era previsto. In vivo, o glifosato pode ser matabolizado
em acido aminometilfosfonico (AMPA) e no metabdlito reativo glioxilato
(SAMSEL; SENEFF, 2015), que reduz seletivamente a reatividade da cisteina
em varias proteinas (FORD et al., 2017). Estudos recentes apontam que estes
residuos de glifosato apresentam um risco elevado as fungdes renais e
hepaticas (TIZHE et al., 2014; MESNAGE et al., 2015), aumentando as
concentragdes de colesterol e triglicerideos e inibindo as enzimas de oxidagao
dos acidos graxos hepaticos, provocando, provavelmente, o desvio destes
acidos graxos da via de oxidagdo e os direcionando a outras vias lipidicas
(FORD et al., 2017).

A exposicdo e o metabolismo de glifosato podem levar a excessiva
producao de malonaldeido (MDA), que induz a perda de fungéo de
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determinadas proteinas e possui fungdo mutagénica; e estresse oxidativo
(VIVIAN; CLAUDIA, 2007) através da geracédo desregulada de espécies de
oxigénio reativo (ROS) como &nions superoxidos, peroxido de hidrogénio,
cadeias de oxigénio, radicais hidroxila e peroxidos (BEURET; ZIRULNIK;
GIMENEZ, 2005). Esta exposigcdo pode comprometer a integridade celular
através do dano oxidativo de proteinas e lipoperoxidagcdo (SUN, 1990;
CATALA; CERRUTI, 1997; RIKANS; HORNBROOK, 1997), além de alteragbes
de fungdes genéticas criticas para o desenvolvimento, diferenciagcdo e
envelhecimento (LAVOIE; CHESSEX, 1997), sendo também associado a
modulagdo do citocromo P450, diminuindo a concentracdo hepatica desta
proteina (LAMB et al., 1998; PEIXOTO et al., 2005).

O aumento exponencial desta exposi¢do gera consequéncias a longo
prazo em termos de comorbidades, mortalidade e custos econémicos,
despertando um intenso interesse em compreender a contribuicdo dos fatores
de risco “nao tradicionais”, como os de natureza quimica, na epidemia de
patologias associadas a obesidade, dislipidemias e Diabetes Mellitus do tipo 2
(DM2) (TAYLOR et al., 2013).

Obesidade

A obesidade é possivelmente o mais antigo disturbio metabdlico,
existindo relatos em mumias egipcias e esculturas gregas (BLUMENKRANTZ,
1997). A obesidade era vista como padrdo de beleza e fertilidade na preé-
historia, mostrando-se sempre presente em corpos de homens e mulheres de
forma acentuada. Hipdcrates, em manuscritos da medicina greco-romana,
alertava sobre os perigos da obesidade e afirmava que a morte subita era mais
comum em individuos naturalmente gordos quando comparados a magros. Seu
discipulo, Galeno, dizia que a obesidade era devido a falta de disciplina e
preconizava um tratamento que continha corridas, massagens, banho,
descanso ou algum passatempo associado a alimentacdo farta, porém pouco
calorica (CUNHA; NETO; JUNIOR, 2006). Estes padroes de beleza se

alteraram com o passar do tempo, tendo seu auge com o Império Romano,
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onde se idealizavam corpos esbeltos e magros, que obrigavam as mulheres a
fazer excessivos jejuns (CUNHA, 1998).

Com o fim da Segunda Guerra Mundial, mudancas nos habitos
alimentares e redugdo da pratica de atividades fisicas propiciaram o
reaparecimento de comorbidades como o sobrepeso e a obesidade. Como
consequéncia deste novo cenario mundial, houve o crescimento e a expansao
do capitalismo, permitindo o surgimento de novos mercados e o aumento da
produtividade industrial (MENDONCA; ANJOS, 2004). Diferentes fatores
socioecondmicos e culturais alteraram o estilo de vida e consequentemente o
padrao alimentar em todo mundo, tais como a alimentacdo fora de casa, o
aumento da oferta de fast-foods, o aumento da utilizagdo de alimentos
industrializados (SANTOS; ENUMO, 2003) e o crescimento exponencial da
utilizacdo de equipamentos eletronicos, contribuindo para o aumento do modo
de vida sedentario e instalagdo da obesidade (ABREU; CARDOSO, 2008).

A obesidade é classificada como uma disfungdo metabdlica e apresenta
parametros corporais caracterizados por um acumulo excessivo de gordura,
quando comparados com valores previstos para dada estatura, género e idade
(MARTI; MARCOS; MARTINEZ, 2001), com sua propria fisiopatologia,
comorbidades e capacidades desabilitantes (CONWAY; RENE, 2004).
Segundo a World Health Organization, a principal causa da obesidade é o
desequilibrio energético gerado pela insalubre ingesta alimentar e o gasto de
calorias por um individuo (WHO, 2015). No entanto, evidéncias recentes
sugerem que grande parte da obesidade estda associada ao baixo gasto
energético que ao alto consumo de comida (CIOLAC; GUIMARAES, 2004).

A obesidade é considerada uma epidemia mundial que atinge tanto
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Em 2014 mais de 1,9 bilh&do
de adultos com mais de 18 anos apresentavam sobrepeso. Destes, mais de
600 milhdes de pessoas (11% dos homens e 15% das mulheres) eram
identificados como obesos, com indice de massa corporal (IMC) maior ou igual
a 30 (WHO, 2015). Segundo dados do sistema de Vigilancia de Fatores de
Risco e Protegdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel), em
2014, 56,5% dos homens e 49,1% das mulheres brasileiras apresentavam
sobrepeso sendo que 17,9%, tanto de homens como mulheres, apresentavam
obesidade (BRASIL, 2015). Além disso, proje¢cdes da WHO para 2025 apontam
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para prevaléncias de obesidade superiores a 50% nos Estados Unidos e
maiores que 25% no Brasil (KOPELMAN, 2000).

Apresentando dados alarmantes ao redor do mundo, considera-se de
extrema importancia o conhecimento sobre a etiologia e os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da obesidade para tratamento e prevencao
desta patologia (EGUCHI et al., 2008), que geram gastos alarmantes aos
cofres publicos (HALPERN, 1999) e consequentemente diminuem a
expectativa de vida do paciente quando comparado a de n&o obesos
(OLSHANSKI et al., 2005). Dentre as comorbidades intimamente associadas a
obesidade destacam-se a cardiopatia isquémica, hipertensdo arterial
(MONTEIRO; ANGELIS, 2007; FILHO et al., 2002), doengas renais
(WILLMORE; COSTILL, 2001), doencgas digestivas (CUNHA; NETO; JUNIOR,
2006), dislipidemia, hiperinsulinemia, altos niveis de LDL/colesterol e
triglicérides, HDL-colesterol baixo (CIOLAC; GUIMARAES, 2004), diabetes
mellitus (DM) (MARTYN; KANEKI; YASUHARA, 2008), além de certos tipos de
cancer (BERGSTROM et al, 2001), como o de préstata (MACINNIS;
ENGLISH, 2006), de pancreas (GONZALEZ; SWEETLAND; SPENCER, 2003),
e de mama (ENDOGENOUS HORMONES AND BREAST CANCER
COLLABORATIVE GROUP, 2003), doengas respiratorias e osteoarticulares
(SOWERS, 1998; FILHO et al., 2002; WALLEY, BLAKEMORE, FROGUEL,
2006), acidentes vasculares cerebrais (HALPERN, 1999), asma, problemas
relacionados ao sono (GUH et al., 2009), esteatose hepatica (STEMMER et al.,
2012), resisténcia a insulina (ARAUJO et al.,, 2012) e a doenga hepatica
gordurosa néo alcéolica (DHGNA) (NEUSCHWANDER-TETRI, 2005).

Metabolismo lipidico hepatico e Doenga Hepatica Gordurosa Néo Alcoolica

O figado é o principal 6rgdo envolvido no controle do metabolismo
lipidico. Com base nas condigbes hormonais e metabdlicas do organismo, o
figado atua no direcionamento de gorduras fornecendo, para os tecidos
periféricos, o substrato energético necessario (SPASSIANI; KUK, 2008). Estas
gorduras podem ser oxidadas para producdo de adenosina trifosfato (ATP)
(NGUYEN et al., 2008) ou encaminhadas para os tecidos periféricos por VLDL,
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sendo entdo armazenadas no tecido adiposo ou utilizadas pelo musculo
esquelético (DURSTINE et al., 2002).

Apoés a digestdo alimentar, os produtos do metabolismo chegam ao
figado onde os hepatocitos fazem a captagdo de glicose através de
transportadores transmembranas de glicose tipo 2 (GLUTZ2). A glicose é entao
fosforilada pela enzima glicoquinase (GCK) gerando glicose-6-fosfato (G6P),
podendo esta ser convertida em glicose-1-fosfato (G1P). A G1P é entéo
adicionada as cadeias de formagao de glicogénio pela enzima glicogénio
sintetase (RUI, 2014). Quando a quantidade necessaria de glicogénio
armazenado é atingida, a glicose restante € redirecionada para a sintese de
acidos graxos (AG). Este processo € denominado de lipogénese de novo (LDN)
hepatica.

Na LDN, a glicose entra no fluxo glicolitico e desencadeia uma cascata
metabdlica, propiciando, dentre outros metabdlitos, a formagdo do acido
palmitico e acidos graxos insaturados. Estes compostos sdo esterificados com
o gliceraldeido-3-fosfato para formagéo de triglicerideos (TG). Sob condigbes
normais, as VLDL fazem o redirecionamento de TG do figado para o tecido
adiposo (HUSSAIN; NIJSTAD; FRANCESCHINI, 2011; KAWANO; COHEN,
2013).

A insulina, no entanto, pode inibir a glicogendlise e gliconeogénese no
figado, inibindo a producgao e liberacdo de glicose hepatica e estimulando o
acumulo de glicogénio (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Este
horménio também tem o papel de alterar a quantidade de acidos graxos livres
liberados pelo tecido adiposo (BERGMAN, 1997). O fluxo destes compostos na
veia porta modula a sensibilidade a insulina no figado e regula assim a
producao de glicose (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

A elevacdo do fluxo destes acidos graxos livres derivados do tecido
adiposo, visceral ou intra-abdominal, para o figado (ECKEL; GRUNDY;
ZIMMET, 2005) e/ou defeitos nas vias de sinalizagdo intracelular da insulina
(PATTI; KAHN 1998) s&o fatores importantes para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (RI). Concomitantemente, a gordura subcutanea
abdominal libera produtos de lipdlise na circulacdo sistémica, contribuindo
assim na diminuigdo destes efeitos no metabolismo hepatico. O figado, entéo,
aumenta a sintese hepatica e o acumulo de TG no citoplasma do hepatdcito
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para que ocorra um reajuste no quadro de Rl (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET,
2005). O acumulo de TG pode ocorrer devido: 1) ao aumento da absorgao de
acidos graxos da circulagdo, oriundos da lipdlise do tecido adiposo ou de uma
dieta altamente caldrica; 2) a sintese de novo de acidos graxos pela ativagao
da via lipogénica; 3) a diminuicdo da beta-oxidag&o de acidos graxos; e/ou 4) a
diminuicdo da secrecgéo hepatica de VLDL (BERLANGA et al., 2014).

Assim, este quadro clinico oriundo do aumento da adiposidade e Rl esta
fortemente associado ao desenvolvimento de doengas hepaticas sem relagao
com o alcoolismo, devido a este acumulo de TG no figado que elas promovem.
Essas comorbidades variam de uma esteatose hepatica até um grave processo
nao inflamatério, chamado de doenga hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) (DIEHL et al., 1999; MARCHESIN et al., 2003; BRUNT, 2001;
ANGULO, 2002; ALBA; LINDOR, 2003; NEUSCHWANDER-TETRI, 2005; LIU;
BENGMARK; QU, 2010).

A DHGNA ¢é uma das principais doengas do figado e atinge cerca de
30% da populagdo mundial (NEUSCHWANDER-TETRI, 2005) e 80% da
populagdo obesa pode vir a desenvolver a doenga (GUAJARDO-SALINAS;
HILMY, 2010). A DHGNA engloba tanto uma simples esteatose hepatica,
caracterizada pelo acumulo de gordura, até uma esteato-hepatite ndo alcodlica
(EHNA), onde além do acumulo de gordura ocorre a presenga de inflamacao e
degeneragao hepatocelular, podendo ser acompanhada pelo surgimento de
fibrose celular, e evoluir para cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular
(COHEN; HORTON; HOBBS, 2011).

O desenvolvimento da DHGNA/EHNA pode ser explicada pela hipotese
de two-hit. No primeiro hit ocorre o acumulo de gordura no hepatdcito
decorrente de certos mecanismos que levam a maior sintese ou importagao de
acidos graxos quando comparado com a degradacao ou exportagdo destes. O
segundo hit é caracterizado pela possivel ocorréncia de inflamagéao e fibrose no
figado, ja sensibilizado pela esteatose, devido a diversos estimulos que
envolvem a agao de citocinas pro-inflamatorias, estresse oxidativo, entre outros
mecanismos envolvidos no acumulo de gorduras neste 6rgédo (DAY; JAMES,
1998).
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Programag&o metabdlica

A instalagdo do quadro clinico de sindrome metabdlica pode ser devido
a varios fatores ambientais. Entre estes estdo a dieta, o sedentarismo, fatores
sociais, farmacologicos e outros (SAHU, 2004; LIMA, 2005). Em humanos,
estudos tem mostrado que uma dieta desbalanceada da mae, durante a
gestacdo, pode levar ao surgimento de comorbidades como a obesidade
(VICKERS et al., 2000), a sindrome metabolica (NUSKEN et al., 2011),
diabetes mellitus tipo 2 (MARTINS, 2009), hipertensdo (McMILLEN;
ROBINSON, 2005) e patologias cardiovasculares (VELKOSKA et al., 2008) no
inicio da vida adulta da prole.

Evidéncias apontam ainda que a restricdo alimentar durante a gestacéo,
em humanos, aumenta a probabilidade do surgimento de neoplasias,
insuficiéncia renal crdnica, hipotireoidismo autoimune, osteoporose, hipertrofia
cardiaca, depressdo, asma e dificuldade auditiva na idade adulta,
esquizofrenia, cirrose hepatica, tumor de testiculo, sindrome do ovario
policistico, maior dificuldade de aprendizagem e menor capacidade profissional
(MARTINS, 2009).

Devido ao desenvolvimento do sistema regulador do balango energético
ocorrer no periodo perinatal, condicdes ambientais desfavoraveis nesta fase
podem reprogramar o metabolismo da prole, ajustando-o a estas condi¢des, e
prolongando estas consequéncias ao longo de toda vida (REMMERS;
DELEMARRE-VAN DE WALL, 2011). A resposta adaptativa que a prole
apresenta a estes fatores adversos é chamada de programacgédo (LUCAS,
1991).

Com o intuito de explicar esta programagao, a hipotese do “fendtipo
econdmico” sugere que o desenvolvimento do feto é sensivel ao ambiente
nutricional (HALES; BARKER, 1992), aumentando assim a chance de
sobrevivéncia do individuo em condi¢des nutricionais precarias e intermitentes,
resultando num metabolismo pos-natal alterado (GOTTLIEB; CRUZ;
BODANESE, 2008). Porém, se houver uma grande disponibilidade de

nutrientes apos o periodo lactacional, o individuo torna-se susceptivel ao
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surgimento de doengas metabdlicas e cardiovasculares na idade adulta
(DRAKE; WALKER, 2004; McMILLEN; ROBINSON, 2005; MCcARDLE;
ANDERSEN; AMBLING, 2006; BARKER, 2007; LEANDRO et al., 2009).

Observa-se também que a fase gestacional a qual o feto foi exposto a
determinadas condi¢cdes intrauterinas adversas o torna propenso a um
determinado tipo de doenga (Figura Il). Prejuizos no inicio da gestagao
propiciam ao feto maior predisposicdo do desenvolvimento de doencas
coronarianas, na fase intermediaria, ha um maior risco de patologias renais e
na fase final da gestagao, torna o individuo mais propenso a apresentar menor
peso poés-natal e alteragdes metabdlicas, as quais poderdo leva-lo a
desenvolver obesidade e patologias associadas. Aléem disso, o surgimento de
intolerancia a glicose na fase adulta esta relacionado a restricdo alimentar
desde o periodo de pré-implantagdo até o nascimento do individuo (RINAUDO;
WANG, 2012). Fendtipos diferentes na idade adulta, em animais com multipla
gestacdo, também podem estar associado a distribuicdo de forma diferenciada
de nutrientes na placenta entre os fetos, originando filhotes com pesos distintos
(DESAI et al., 2007; NISSEN et al., 2011).
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Figura II: Janela critica de sensibilidade durante a gravidez humana para o

desenvolvimento de componentes de sindrome metabdlica mais tarde na vida.
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Fonte: RINAUDO; WANG, 2012, p. 127.

A regulagao da nutrigcdo alimentar é tao crucial na vida intrauterina como
apds o nascimento, pois é nesta fase que ocorrem os eventos de plasticidade
fisiologica. No periodo pos-natal, os efeitos da ma nutrigdo s&o minimizados
quando a matriz recebe uma alimentacdo balanceada durante o periodo de
lactacdo. Entretanto, se a fémea for submetida a dieta hiperlipidica ou restricao
caldrica, os efeitos das alteragdes provocadas no periodo gestacional podem
ser amplificados (BUCKLEY; JAQUIERY; HARDING, 2005).

As consequéncias oriundas da nutricdo materna a dieta hiperlipidica e
hipercalorica expde a prole ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares e
obesidade na fase adulta (ASCHERIO, 2002; VICKERS et al., 2003). Dietas
desbalanceadas, na fase pods-natal, podem resultar em aumento do peso
corporal afetando a regulagdo do apetite, alteram assim a resposta a insulina e
leptina, hormdnios importantes no circuito hipotaldmico ligados a regulagéo da
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ingesta alimentar (VICKERS et al., 2000; VELKOSKA et al., 2008). Matrizes
expostas a dietas hipoproteicas apresentaram proles com alteragcbes no
metabolismo hepatico da glicose, do colesterol e alteragdes renais (GODFREY;
BARKER, 2001).

A ma nutricdo no periodo gestacional também altera a circulagao fetal,
afetando o crescimento do figado, provocando alteragbes permanentes em
duas enzimas hepaticas: a fosfoenolpiruvatocarboxilase e a glicoquinase,
ambas envolvidas na sintese e quebra da glicose (BARKER, 1998). Este
desequilibrio energético provocou o aumento de colesterol de alta densidade
(HDL-colesterol), colesterol total e lipideos totais em ratos. Além disso, houve
uma consideravel reducdo dos triglicerideos plasmaticos e elevagédo do
acumulo de triglicerideos hepaticos, devido a sintese reduzida da alipoproteina
hepatica que origina a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL)
(BERLEZE, 2005).
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi analisar se a exposicdo materna ao
glifosato, durante a prenhez e lactagdo, altera o metabolismo lipidico hepatico
da prole adulta de camundongos machos alimentados com dieta padrdo ou
dieta hiperlipidica. Camundongos fémeas C57BL/6 receberam agua potavel
durante prenhez e lactagdo (grupo CTL) ou receberam a adigdo de 0,5% de
Glifosato (Roundup original DI®) na agua de beber (grupo GF). Ambos os
grupos receberam ragdo comercial para roedores. Aos 60 dias de vida a prole
(F1) foi separada em quatro grupos: CTL-DP-F1 e CTL-DH-F1, filhos de mées
CTL alimentados com dieta padrao e hiperlipidica, respectivamente, e GF-DP-
F1 e GF-DH-F1, filhos de maes GF alimentados com dieta padrdo e
hiperlipidica, respectivamente. Aos 150 dias de vida as proles foram
eutanasiadas. Avaliou-se 0 acumulo de gordura no tecido adiposo e perfil
lipidico plasmatico, bem como a histologia e perfil lipidico hepatico. A
exposicao intrauterina ao glifosato induziu inflamagéo no figado, aumentou o
peso deste 6rgdo e o conteudo de colesterol e triglicerideos. Os estoques de
lipidios no tecido adiposo e figado, bem como a dislipidemia, caracteristicas da
ingestdo de dieta hiperlipidica, foi significativamente mais branda na prole
adulta de ratos submetidos a exposi¢ao ao herbicida glifosato durante gestacao
e lactacdo, quando comparada a prole de maes controles. Conclui-se que a
exposi¢cao perinatal ao glifosato induz injurias no metabolismo de lipidios da

prole adulta.
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INTRODUGAO

Evidéncias demonstram que perturbagdes ou insultos gerados por
alteragdes nutricionais e/ou metabdlicas, assim como a exposicdo a agentes
téxicos em periodos criticos do desenvolvimento, podem ser responsaveis por
efeitos adversos na vida adulta aumentando a prevaléncia de doengas nao
comunicaveis (CERF, 2015). O conceito DOHaD (do inglés “Developmental
Origins of Health and Disease”) auxilia na compreensao do cenario atual devido
as evidéncias epidemiologicas e experimentais convergirem para conexao
entre o ambiente nutricional no inicio da vida e as alteracdes metabdlicas na
vida adulta (LUCAS, 1991; EBERLE; AMENT, 2012). Dentre estes insultos
destaca-se a exposigao aos agrotoxicos.

De acordo com a OMS 2010, a exposigao aos agrotoxicos € considerada
um problema de saude publica mundial devido a relaggo com o
desenvolvimento de diversas doencas. Dentre os diferentes tipos de
agrotoxicos, o herbicida glifosato (N-fosfonometil-glicina [C3HsNOsP]) destaca-
se como o herbicida mais utilizado no controle de pragas (JASPER et al.,,
2012). O glifosato € um herbicida n&o seletivo, de acdo sistémica do grupo
quimico glicina substituida, cuja formulagdo comercial mais conhecida é o
Roundup® da Monsanto. Apesar de o glifosato ser classificado como um
produto quimico de baixa toxicidade (WILLIAMS et al., 2000), este herbicida
pode contaminar organismos, incluindo os seres humanos, assim como
alimentos, ragdes e ecossistemas (TAKAHASHI et al., 2001; ACQUAVELLA et

al., 2004; CONTARDO-JARA et al., 2009). Estudos em roedores mostram que
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a exposicao direta ao glifosato, mesmo em baixa concentragcédo, causa danos
morfofuncionais em praticamente todos os o6rgdos: estdbmago, rim, cérebro,
pancreas, gbnadas, coragdo, bago e figado (DELLEGRAVE et al., 2007;
AYOOLA, 2008; ROMANO et al., 2012; CAVALLI et al, 2013; CHLOPECKA et
al., 2014; TIZHE et al., 2014; MESNAGE et al., 2015; OMRAN; SALAMA,
2016; SOUZA et al., 2017).

Em relacdo a exposicdo materna ao glifosato durante periodos criticos
do desenvolvimento e seus efeitos sobre a prole, a literatura € bem escassa
(DARUICH et al 2001; BEURET et al 2005; DALLEGRAVE et al., 2007,
ROMANO et al.,, 2010; ROMANO et al.,, 2012). Especificamente sobre as
alteragdes hepaticas, foi demonstrado que a exposicdo materna ao glifosato
durante a prenhez de ratas Wistar, aumenta a lipoperoxidacdo hepatica
materna e na prole, sendo maior nos filhotes em relagdo as matrizes. Além
disso, ha aumento na enzima hepatica glutationa peroxidase nos filhotes
(BEURET et al.,, 2005). Também foram demonstradas alteragbes dose-
dependentes na enzima isocitrato desidrogenase tanto nas maes como nos
filhotes apds exposicdo materna ao glifosato durante prenhez (DARUICH et al.,
2001).

Devido aos efeitos adversos e considerando a escassez de estudos
nesta area, bem como a grande exposi¢cdo atual aos agrotdxicos, torna-se
evidente a importédncia do desenvolvimento de estudos que relacionem a
exposicdo a estes agentes tdxicos durante periodos criticos do
desenvolvimento e as alteragdes morfofuncionais que podem ser ocasionadas
na vida adulta da prole. Assim neste trabalho, nosso objetivo foi analisar se a

exposicao materna ao glifosato, durante a prenhez e lactagao, altera o
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metabolismo lipidico hepatico da prole adulta de camundongos alimentados

com dieta padréo ou dieta hiperlipidica.

METODOLOGIA

Composto quimico

O composto quimico utilizado no presente estudo foi o Roundup Original
DI® (Monsanto, Brasil), uma formulagdo comercial de glifosato, composto de
445 g/L de sal de diaménio de glifosato, 370 g/L de equivalente acido e

surfactantes como o polietoxetilenina (POEA).

Obtengéo dos animais

Todos os procedimentos experimentais descritos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do
Oeste do Parana. Camundongos adultos da linhagem C57BL/6 com 60 a 90
dias de vida, + 25g, 6 machos e 12 fémeas, foram obtidos do Biotério Central
da Universidade Estadual do Oeste do Parana e mantidos no Biotério Setorial
do Laboratorio de Fisiologia Endocrina e Metabolismo (LAFEM), desta mesma
instituicdo, sob condigbes de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) e
temperatura  (2842°C)  controladas, onde foram mantidos  por,
aproximadamente, uma semana para aclimatacdo em caixas proprias de

polipropileno com forragem de maravalha.
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Acasalamentos e grupos experimentais

Caracterizado o ciclo estral das fémeas, os animais foram induzidos ao
cruzamento. Foi adotada a propor¢ao de um macho para cada duas fémeas, de
maneira com que se obtenham linhagens geneticamente diferentes entre os
animais analisados. A indugdo ao cruzamento ocorreu somente no periodo
noturno. Apds a fertilizagdo, determinada pelo esfregago vaginal, foi
considerado o dia 0 e as fémeas foram separadas aleatoriamente em dois
grupos: 1) Grupo Controle (CTL) com seis fémeas, que recebeu dieta padrao
para roedores (BioBase, Aguas Frias, SC, BRA) e 4gua a vontade e 2) Grupo
Glifosato (GF) com seis fémeas, que recebeu dieta padrdo e agua com 0,5%
da formulagdo comercial de glifosato (1ml GF/200ml H20), dose considerada
baixa e similar aquelas encontradas nas aguas apOs praticas agricolas
(CASSAULT-MEYER et al., 2014). O tratamento ocorreu desde o dia quatro da
gestacédo até o 30° dia pds-natal. A ninhada foi selecionada somente apds o 4°
dia pos-natal para minimizar os efeitos comportamentais da matriz na lactagao,
sendo selecionados, aleatoriamente, quatro machos de cada prole. Apds o 30°
dia pos-natal, as proles foram desmamadas e receberam dieta padréo e agua a
vontade. Uma semana apdés o desmame, as matrizes foram eutanasiadas. No
60° dia pos-natal a prole foi separada em quatro grupos: os animais do grupo
CTL subdivididos em 1a) Grupo CTL-DP-F1 (n=12), que mantiveram a mesma
suplementacao alimentar e 1b) Grupo CTL-DH-F1 (n=6), que recebeu dieta

com alto teor de gordura e agua a vontade; os animais do grupo GF foram
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subdivididos em 2a) Grupo GF-DP-F1 (n=5), que continuaram recebendo a
dieta padrao e agua a vontade e 2b) Grupo GF-DH-F1 (n=6), que recebeu dieta
com alto teor de gordura e agua a vontade. A dieta hiperlipidica foi previamente

descrita (Barella et al., 2015) e sua composi¢éo esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo da dieta hiperlipidica e dieta padrao

Ingredientes [g (kg dieta)”] Dieta padrao (DP) Dieta hiperlipidica
(BH)
Caseina 200 200
Sacarose 100 100
Amido de milho 427.5 115.5
Amido dextrinado 132 132
Banha de porco - 312
Oleo de soja 40 40
Celulose microcristalina 50 50
Mix mineral (AIN-93) 35 35
Mix vitaminico (AIN-93) 10 10
L-Cistina 3.0 3.0
Bitartarato de colina 2.5 2.5

Pesagem dos animais e controle hidrico alimentar

As proles foram pesadas individualmente e semanalmente, dos 60 aos
150 dias, para acompanhamento da evolugdo do peso corporal. O consumo
alimentar também foi acompanhado semanalmente, sendo o consumo
calculado pela razdo entre a quantidade de alimento ofertada e a quantidade
de alimento restante, dividido pelo numero de animais em cada caixa. A
ingestao caldrica foi calculada pela quantidade de quilocalorias por grama de

alimento (dieta padrao = 3,8 kcal/g, dieta hiperlipidica = 5,35 kcal/g).
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Avaliagéo da obesidade

Apods 8 horas de jejum, uma amostra de sangue foi coletada da cauda
dos animais para analise da glicemia com ajuda de um glicosimetro (Tech
Free®, SD, Biosensor, Korea). Aos 150 dias de vida os animais foram
anestesiados com cloridrato de xilazina (Anasedan®, Vetbrands, Brasil) e
cloridrato de ketamina (Dopalen®, Vetbrands, Brasil) na concentragdo 9mg/kg e
90mg/kg, respectivamente, e eutanaziados por exsanguinagdo. O peso
corporal e o comprimento naso-anal (CNA) foram obtidos para o calculo do
indice de Lee, (raiz cubica do peso corporal (g) dividido pelo CNA (cm),
multiplicado por 1000). As gorduras retroperitonial e perigonadal foram

coeltadas e pesadas, assim como o figado.

Parametros bioquimicos

O sangue coletado foi centrifugado a 4.000 rotagdes por minuto (rpm)
por 15 minutos. Do plasma coletado, foi realizada a quantificacéo de colesterol
(COL) e triglicerideos (TG) e os valores foram mensurados através de Kkits
comerciais, de acordo com as instrugbes do fabricante (Laborclin®, Bioliquid,

Pinhais, PR, BRA).

Extracé&o lipidica do figado

Amostras do lobo hepatico esquerdo de cada animal foram removidas e
preservadas a -84°C, para posterior extracdo lipidica. O tecido foi

descongelado e macerado com Politron. Em seguida, foi adicionado 20x o peso
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do tecido de solugao cloroformio/metanol (solugdo de Folch) na proporgédo de
2:1. Os tubos foram deixados em repouso overnight a temperatura ambiente,
para extragao dos lipidios. No dia seguinte, o extrato foi filtrado, em papel filtro,
em frascos previamente pesados os quais foram secados sob uma atmosfera
de N2. A quantidade de gordura extraida foi determinada gravimetricamente
(FOLCH et al.,, 1957). O extrato evaporado foi diluido em isopropanol. O
conteudo hepatico de COL e TG foi mensurado através de kits comerciais, de
acordo com as instrugdes do fabricante (Laborclin®, Bioliquid, Pinhais, PR,

BRA).

Analise histologica

Um fragmento do I6bulo direito hepatico foi removido de cada animal, em
corte transversal do centro em direcdo a margem do 6rgdo. As amostras foram
fixadas em formol de Carson (formaldeido 37% (100 mL), metanol (15 mL) e
PBS pH 7,4 (885 mL)) por 24 horas, lavadas em agua corrente, desidratadas
em série crescente de alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em paraplast®
(Sigma Co, St Louis, MO). Foram realizados cortes com 5um de espessura,
utilizando microtomo rotativo manual (Olympus 4060), equipado com navalha
de acgo. Os cortes obtidos foram submetidos a técnica de coloragdo por
hematoxilina-eosina (HE) para analise da esteatose hepatica (KLEINER et al.,
2003) e pelo tricromio de Mallory para identificagcdo de fibras colagenas. Na
obtencdo das imagens, foi utilizado microscopio optico (Olympus BX61)
equipado com camera digital Olympus DP71 e software DP Controller

3.2.1.276.
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Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da meédia.
Para avaliacédo estatistica entre os grupos foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido do pos-teste de Tukey. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. O software
utilizado para as analises estatisticas foi o GraphPadPrism® versao 6.00 para

Windows (San Diego, CA, USA).

RESULTADOS
Parémetros corporais e plasmaticos

O ganho de peso corporal durante o periodo experimental foi similar
entre os animais do grupo CTL-DP-F1 e GF-DP-F1 (Figura 1A e D). Os animais
que ingeriram dieta hiperlipidica, tanto do grupo CTL-DH-F1 quanto do grupo
GF-DH-F1, apresentaram ganho de peso maior em relacdo aos que ingeriram
dieta padrdo (p<0,0001). Este parametro foi significativamente menor nos
animais do grupo GF-DH-F1 em relacdo aos CTL-DH-F1 (p=0,0158) (Fig. 1A e
D). O consumo alimentar foi maior nos grupos CTL-DP-F1 e GF-DP-F1 em
relacdo aos animais que ingeriram dieta hiperlipidica (p<0,0001) (Fig. 1C e F).
Resultados similares foram observados em relagdo a ingestdo cal6rica
(p=0,0014), exceto o grupo GF-DP-F1 que foi semelhante a todos os demais

grupos (Fig. 1B e E).

Aos 150 dias de vida os parametros corporais foram similares entre os

animais do grupo CTL-DP-F1 e GF-DP-F1 (Tab. 2). A ingestdo de dieta
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hiperlipidica aumentou o peso corporal e o acumulo de gordura nos animais do
grupo CTL-DH-F1 em relagdo aos demais grupos (Tab. 2). Nos animais do
grupo GF-DH-F1, a dieta n&o influenciou o peso corporal em relacdo aos
grupos CTL-DP-F1 e GF-DP-F1, porém aumentou em 75 e 60% o peso das
gorduras retroperitoneal e perigonadal, respectivamente. Interessantemente, o
acumulo de gordura foi aproximadamente 50% menor nos animais GF-DH-F1

em relacdo ao grupo CTL-DH-F1 (Tab. 2).

Observa-se na tabela 2 que a concentragdo plasmatica de glicose foi
significativamente maior nos animais que receberam dieta hiperlipidica (CTL-
DH-F1 e GF-DH-F1) (p<0,0001). As concentragdes plasmaticas de colesterol e
triglicerideos foram similares entre os grupos CTL-DP-F1 e GF-DP-F1 e
significativamente menores em relagdo ao grupo CTL-DH-F1 (Tab. 2)

(p<0,0001).
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Tabela 2 — Parametros corporais e plasmaticos nos animais dos grupos CTL-DP-F1, CTL-DH-

F1, GF-DP-F1, e GF-DH-F1 aos 150 dias de vida.

CTL-DP-F1  CTL-DH-F1  GF-DP-F1  GF-DH-F1

Peso corporal (g) 24,8 + 0,4° 35,4 + 1,52¢4 23,7 £0,9° 27,9 +0,9°
Comprimento nasoanal (cm) 9,2+0,1 9,5+0,1° 8,9+0,1° 9,3+0,1
indice de Lee 309,6 +2,3%¢ 3446+4,32¢d  3211+3,2° 326,3 +5,6%°
Gordura retroperitonial (% 0,2 £ 0,1bd 1,7 £ 0,22.cd 0,2 £ 0,1bd 0,8 + 0,23
PC

G02dura perigonadal (% PC) 1,0 £ 0,109 4,7 + 0,434 0,9+0,1>9 254+ 0,62b°
Glicose (mg/dL) 96,7 + 5,2°d 145,8 £ 7,12° 92,3+ 2,0°4 139,2 +4,32¢
Colesterol (mg/dL) 71,5+4,0° 133,3+ 15,42 60,8 +1,2° 87,1 +51°
Triglicerideos (mg/dL) 112,6 + 6,34 2243 +85%¢ 146,2+9,7° 162,7 + 8,92

Dados expressos como média + EPM (n= 5-12 animais, de 5-12 ninhadas). Diferentes letras sobre as
médias indicam diferencas estatisticas entre os grupos. Andlise de variancia ANOVA de duas vias,

seguida do pés teste de Tukey. P<0,05.

Parametros hepaticos

Observa-se na figura 2A que a exposi¢cao ao glifosato no periodo de
gestacédo e lactacdo aumentou significativamente o peso do figado na prole do
grupo GF-DP-F1 quando comparado ao grupo CTL-DP-F1 (p=0,0015), e os
animais dos grupos CTL-DH-F1 e GF-DH-F1 tiveram o peso deste orgao
reduzido em relagdo aos que nédo ingeriram a dieta (p<0,0001). Entretanto,
destaca-se que o peso do figado dos animais GF-DH-F1 foi maior em relagao
ao grupo CTL-DH-F1 (Fig. 2A). O conteudo total de lipidios do figado foi
semelhante entre os grupos CTL-DP-F1 e GF-DP-F1 (Fig. 2B), diferentemente
do conteudo de triglicerideos que foi significativamente maior nos animais do
grupo GF-DP-F1 em relagdo ao CTL-DP-F1 (Fig. 2D). Ambos os parametros
foram maiores nos animais CTL-DH-F1 em relacdo aos CTL-DP-F1. No

entanto, a prole que foi exposta ao glifosato e recebeu dieta hiperlipidica (GF-
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DH-F1), apresentou menor conteudo total de lipidios no figado em relagdo a
prole que foi exposta ao agrotdxico, mas nao recebeu dieta (GF-DP-F1) (p-
interacdo=0,0003). Na figura 2C observa-se que o conteudo de colesterol do
figado foi significativamente menor no grupo CTL-DP-F1 em relacdo aos

demais grupos estudados.

Analise histomorfologica

Os animais dos grupos que receberam dieta padréo (CTL-DP-F1 e GF-
DP-F1) apresentaram tecido hepatico com aspectos normais, sem acumulo de
gordura no interior dos hepatocitos ou deposicdo acentuada de tecido
conjuntivo (Fig. 3A e B) (Tab. 3). Entretanto, os figados dos animais que
receberam a dieta hiperlipidica (CTL-DH-F1 e GF-DH-F1) apresentaram
hepatécitos contendo vacuolos, nucleo deslocado para a periferia e delimitado
por, as vezes, largos tecidos conjuntivos e infiltrados inflamatorios,
caracteristicos da esteatose (Fig. 3C-E). Observa-se na tabela 3 que 50% dos
animais do grupo CTL-DH-F1, apresentaram esteatose grau 3 e 17% esteatose
grau 1 (Fig. 3D). Aléem disso, 66,67% destes animais apresentaram esteatose
microvesicular (Tab. 3) (Fig. 3D). Entretanto somente 40% dos animais do
grupo GF-DH-F1 apresentaram esteatose grau 1 e n&o apresentarem

esteatose microvesicular (Tab. 3) (Fig. 3E).

Na analise de tecido conjuntivo, os grupos que receberam dieta padrao
nao apresentaram acumulo de tecido conjuntivo evidente no tecido hepatico
(Tab. 3). Entretanto, entre os grupos que receberam a dieta hiperlipidica,

66,67% dos animais do grupo CTL-DH-F1 apresentaram fibrose,
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predominantemente na regido periférica do lobo hepatico (50%) (Fig. 3E).
Diferentemente, nos animais do grupo GF-DH-F1 constatou-se o surgimento de

fibrose na regido periférica aos vasos hepaticos centrais (40%) (Tab. 3).

Enquanto nos animais do grupo CTL-DP-F1 nao foram observados focos
inflamatorios no tecido hepatico, nos demais grupos foram observados
infiltrados de leucdcitos, caracteristicos de processo inflamatério, em
aproximadamente 60% das amostras analisadas (Tab. 3) (Fig. 3G e H). Nao foi
observada balonizagdo nos hepatdcitos em nenhum dos grupos estudados

(Tab.3).
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DISCUSSAO

Atualmente, existe uma grande preocupagao em relagdo aos efeitos da
exposicao aos agrotoxicos durante periodos criticos de desenvolvimento e
seus consequentes impactos na vida adulta dos seus descendentes. Em nosso
estudo, camundongos fémeas que receberam glifosato durante a prenhez e
lactagédo, apresentaram menor peso corporal e menor consumo alimentar e
hidrico em relagdo aos animais controles (dados nao apresentados). Estes
resultados corroboram com dados da literatura que demonstraram que a
administragao de 0,5 ou 1% de glifosato a ratas Wistar durante prenhez, leva a
reducdo do peso corporal e do consumo alimentar e hidrico (DARUICH et al.
2001; BEURET et al 2005). Considerando as alteragbes maternas encontradas
em nosso estudo e ja relatadas por outros pesquisadores, fomos investigar as
repercussdes da exposicdo materna ao glifosato durante prenhez e lactagéo
sobre o metabolismo lipidico da prole adulta quando exposta a dieta padrao ou
hiperlipidica. De modo especial, analisamos os aspectos histoldgicos do figado
destes animais.

Primeiramente em relacdo aos aspectos corporais e plasmaticos,
observamos que os camundongos GF-DP-F1 ndo apresentaram diferengas no
peso corporal e no acumulo de gordura em relagdo aos animais do grupo CTL-
DP-F1. Entretanto os animais que ingeriram dieta hiperlipidica, tanto do grupo
GF-DH-F1 quanto do grupo CTL-DH-F1, apresentaram maior peso corporal e
peso das gorduras retroperitonial e perigonadal em relagdo aos camundongos
que ingeriram dieta padrdo. Surpreendentemente, os dois depdsitos de

gorduras analisados foram 50% menores nos animais do grupo GF-DH-F1 em
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relacdo aos CTL-DH-F1, apesar do consumo alimentar nao ter sido diferente.
Interessantemente, observamos resultados similares em relagdo as
concentragbes plasmaticas de triglicerideos e colesterol. Recentemente,
estudos tem demonstrado os efeitos nocivos do glifosato sobre o sistema
digestério. Um estudo in vitro demonstrou que em doses muito baixas, o
glifosato afeta a motilidade espontanea do jejuno de ratos (CHLOPECKA et al.,
2014). Ratos expostos a dose de 375 mg/Kg peso corporal de glifosato,
apresentaram degeneragao das células epiteliais que envolvem a muscular da
mucosa do estdbmago assim, como de glandulas estomacais e das células
acinares pancreaticas (TIZHE et al., 2014). Estudos também demonstram que
o glifosato causa perturbagbes da comunidade bacteriana intestinal normal
(SHEHATA et al., 2013; KRUGER et al., 2013). Desta forma, sugerimos que a
exposi¢cao materna ao glifosato durante a prenhez e a lactagao, tenha alterado
o funcionamento e/ou a morfologia do sistema digestério levando ao aumento
na excrecao de lipidios nas fezes dos animais do grupo GF-DH-F1, todavia
estudos futuros sdo necessarios para comprovar nossa hipétese.

O figado é o principal 6rgdo responsavel pela detoxificagdo e
metabolismo de compostos quimicos, devido a capacidade de modificagao dos
xenobidticos. Lesdes neste 6rgdo podem ocorrer no inicio ou durante o
desenvolvimento do organismo, podendo resultar em diversas patologias
(BENEDETTI et al., 2004). Diversos trabalhos mostram que o figado € um
orgao bastante afetado pela exposicdo ao glifosato (BEURET et al., 2005;
AYOOLA, 2008; JASPER et al., 2012; TIZHE et al., 2014; MESNAGE et al.,
2015). No presente estudo observamos que a exposicdo materna ao glifosato
durante prenhez e lactacdo provocou aumento no peso do figado e no

conteudo de COL e TG hepaticos na prole adulta que recebeu dieta padréo.
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Apesar das analises histologicas n&do demonstrarem esteatose, observamos
inflamacdo no figado destes animais. Daruich e colaboradores (2001)
demonstraram que a exposi¢cao de ratas prenhas ao glifosato induz alteragdes
na atividade enzimatica no figado das maes e dos fetos, porém dependentes
da dose de 0,5% e 1,0%. A atividade da isocitrato desidrogenase (ICD) nas
maes foi menor em 0,5% e maior em 1,0% quando comparadas ao grupo
controle. O mesmo foi observado em relagdo a atividade da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) e ndo houve alteragdo em relagao a atividade da malato
desidrogenase (MD). Em relagao aos filhotes, observaram redugdo somente na
ICD dos fetos de maes que receberam 1,0% do herbicida. Ratas Wistar
expostas a dose de 1% de glifosato durante o periodo de prenhez assim como
seus fetos a termo, apresentaram lipoperoxidagdo hepatica. Além disso, os
fetos apresentaram aumento da enzima glutationa peroxidase (BEURET et al
2005). Estudos tem demonstrado que o glifosato em vertebrados age inibindo
enzimas da familia do citocromo P450 (STARK et al., 1992; RICHARD et al,
2005; SAMSEL & SENEFF, 2013). A exposicéo ao glifosato pode causar perda
de potencial transmembrana mitocondrial e resultar em estresse oxidativo no
figado (ASTIZ et al., 2009; PEIXOTO, 2005). Tanto a apoptose quanto a
autofagia estdo envolvidas nos mecanismos de toxicidade do glifosato (GUI et
al., 2012).

A prole submetida a dieta hiperlipidica apresentou redugcdo no peso do
figado em relacédo aos que n&o ingeriram a dieta. Porém, foi maior nos animais
que foram expostos ao glifosato no periodo perinatal. De modo esperado os
parametros lipidicos no figado foram maiores nos animais CTL-DH-F1 em
relagdo aos CTL-DP-F1. Também foi observado a instalagdo de esteatose grau

1 e principalmente grau 3 nos animais que receberam a dieta, além de
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inflamacéo. Interessantemente, a prole de mées expostas ao glifosato e que
recebeu dieta hiperlipidica apresentou conteudo total de lipidios no figado
menores e conteudo de TG e COL similares a prole que foi exposta ao
agrotoxico, mas nao recebeu dieta. Destaca-se que apesar da dieta provocar
esteatose nos animais GF-DH-F1, foi em menor grau em relagdo a prole que
recebeu dieta, mas suas maes nao foram expostas ao glifosato. Este resultado
reforga nossa hipotese de reducdo da absorgcdo de gordura pelo intestino da
prole adulta causada pela exposicdo materna ao glifosato. Provavelmente o
aporte de gordura absorvido ndo foi igual ao CTL-DH-F1, o que explica a
reducdo do grau de esteatose nos animais GD-DH-F1. Recentemente foi
demonstrado que o glifosato provoca redugdo no conteudo lipidico nas
branquias, figado, musculo e rins de peixe (PECHIAMMAL & VASANTHI,
2017). Resultados semelhantes foram observados por outros autores
(SORNARAJAN & SINGH, 2002; RITA & MILTON, 2006), que sugerem que as
alteragdes no conteudo de gordura nos tecidos de peixes expostos ao glifosato
podem ser devidas a lesdes mitocondriais provocadas pelo estresse téxico do
herbicida, o qual altera a fungao do ciclo do acido citrico afetando o mecanismo
de oxidagao de acidos graxos.

Em resumo, demonstramos pela primeira vez que a exposi¢cao materna
de camundongos ao glifosato leva a inflamagdo hepatica na prole adulta
masculina. Quando a prole é exposta a dieta hiperlipidica, observamos que os
descendentes machos de maes expostas ao glifosato apresentam acumulo de
gordura no tecido adiposo e figado, bem como dislipidemia mais branda em
relacdo a prole de mées controle que receberam dieta hiperlipidica. Mais

estudos sdo necessarios para investigar se estes efeitos sdo decorrentes de
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possiveis lesbes mitocondriais que levam ao estresse oxidativo, causadas pela

exposigao materna ao glifosato.

Figura 1.
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Figura 2.
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Figura 3.
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Tabela 3.

% Responsiva na categoria por grupo

Item Defini¢do Score/ CTL-DP-F1 CTL-DH-F1 GF-DP-F1 GF-DH-F1
Codigo (n=5) (n=6) (n=5) (n=5)
Esteatose
Grau De baixo a médio poder de avaliagdo do
envolvimento paracrimal pela esteatose
<5% 0 100% 33,33% 100% 60%
5% - 33% 1 0% 16,67% 0% 40%
>33% - 66% 2 0% 0% 0% 0%
>66% 3 0% 50% 0% 0%
Localizagao Distribui¢ao predominante
Zona 3 0 0% 0% 0% 40%
Zona 1 1 0% 33,33% 0% 40%
Azonal 2 0% 66,67% 0% 20%
Paracinar 3 0% 0% 0% 0%
Esteatose microvesicular ~ Agrupamento continuo
Ausente 0 100% 33,33% 100% 100%
Presente 1 0% 66,67% 0% 0%
Fibrose
Estagio Nenhum 0 100% 33,33% 100% 60%
Perisinusoidal ou periportal 1 0% 0% 0% 0%
Médio, zona 3, perisinusoidal 1A 0% 50% 0% 0%
Moderado, zona 3, perisinusoidal 1B 0% 0% 0% 0%
Portal/periportal 1C 0% 16,67% 0% 40%
Perisinusoidal e portal/periportal 2 0% 0% 0% 0%
Pontes de fibrose 3 0% 0% 0% 0%
Cirrose 4 0% 0% 0% 0%
Inflamagao
Inflamagao lobular Avaliagao global de todos os focos inflamatorios
Sem focos 0 100% 0% 20% 0%
<2 focos por campo de 200X 1 0% 66,66% 60% 60%
2-4 focos por campo de 200X 2 0% 33,34% 20% 40%
>4 focos por campo de 200X 3 0% 0% 0% 0%
Injuria nos hepatécitos
Balonizagao
Ausente 0 100% 100% 100% 100%
Algumas células balonizadas 1 0% 0% 0% 0%
Muitas células/balonizagdo proeminente 2 0% 0% 0% 0%
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Fig. 1. (A) Ganho de peso corporal; (B) Ingestdo caldrica; (C) Consumo
alimentar; Area abaixo da curva do (D) ganho de peso corporal; (E) ingestdo
calorica e (F) consumo alimentar dos animais dos grupos CTL-DP-F1, CTL-DH-
F1, GF-DP-F1 e GF-DH-F1 dos 60 aos 150 dias de vida. Os dados sao
expressos como média + EPM (n= 5-12 animais, de 5-12 ninhadas). Diferentes
letras sobre as barras indicam diferengas estatisticas entre os grupos. *CTL-
DP-F1 # CTL-DH-F1; 8CTL-DP-F1 # GF-DH-F1; #CTL-DH-F1 # GF-DH-F1;

%»CTL-DP-F1/GF-DP-F1 # CTL-DH-F1/GF-DH-F1. Andlise de variancia ANOVA

de duas vias, seguida do pds-teste de Tukey. P<0,05.

Fig. 2. (A) Peso do figado; Conteudo hepatico de (B) lipideos totais; (C) COL; e
(D) TG dos animais dos grupos CTL-DP-F1, CTL-DH-F1, GF-DP-F1, e GF-DH-
F1 aos 150 dias de vida. Os dados sao expressos como meédia + EPM (n= 5-12
animais, de 5-12 ninhadas). Diferentes letras sobre as médias indicam
diferencas estatisticas entre os grupos. Analise de variancia ANOVA de duas

vias, seguida do pos-teste de Tukey. P<0,05.

Figura 3. Fotomicrografia de figados de animais dos diferentes grupos
experimentais. A-B. Figado com aspecto normal dos animais do grupo CTL-
DP-F1; C-D. Presengca de goticulas de gordura macrovesicular (seta) e
microvesicular (cabeca de seta) nos animais do grupo CTL-DH-F1; E.
Presencga de goticulas de gordura macrovesicular (seta) nos animais do grupo
GF-DH-F1. F. Presenga de tecido conjuntivo na regido periportal (seta) nos

animais do grupo GF-DH-F1; G-H. Presenca de infiltrados de leucdcitos (seta)
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nos animais do grupo GF-DP-F1. Coloragdo = Hematoxilina de Harris e Eosina

(A, B, C, D eF) e tricromio de Mallory (E).

Tabela 3 — Aspectos histomorfolégicos nos animais dos grupos CTL-DP-F1,

CTL-DH-F1, GF-DP-F1 e GF-DH-F1 aos 150 dias.
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