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RESUMO

O aumento do numero de evidéncias de toxicidade relacionadas aos pesticidas tem
alertado a sociedade e a comunidade cientifica em relagdo aos riscos dessas
substancias para o ambiente e para a saude. Entre os pesticidas mais utilizados
atualmente estdo os herbicidas atrazina e glifosato. Ambos podem agir como
desreguladores enddécrinos e causar alteragdes indesejaveis no metabolismo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar em um modelo animal os efeitos metabdlicos da exposicao a
formulacdes comerciais de pesticidas durante janelas criticas para o desenvolvimento,
bem como avaliar se ocorrem diferencas entre a formulacao comercial e o principio ativo
isolado na inducao de estresse oxidativo e expressdo génica em uma linhagem de
hepatécitos humanos. Resultados de um primeiro trabalho evidenciaram que a
exposicdo materna durante gestacao e lactacao ao Herbicida a Base de Glifosato (HBG)
promoveu reducao do ganhode peso corporal e dos estoques de gordura retroperitoneal
e perigonadal na prole adulta de camundongos machos alimentados com dieta
hiperlipidica (DH). Além disso, foi observado maior tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina, bem como menor grau de esteatose hepética. Em outro estudo, observou-se
gue camundongos machos e fémeas expostos no periodo peripuberal ao herbicida a
base de atrazina (HBA) na dose de 5 mg/kg de peso corporal e depois alimentados com
DH por 90 dias, apresentaram respostas diferenciadas ao herbicida. Embora o peso
corporal e a adiposidade tenham permanecido inalterados, os camundongos machos
expostos ao HBA apresentaram hipertrofia dos adipécitos e upregulation de genes
envolvidos na captacdo de acidos graxos e naregulacao de goticulas lipidicas no tecido
adiposo perigonadal. Além disso, a exposicao peripuberalao HBA exacerbou a esteatose
hepatica em ambos os sexos, com aumento da acumulacao ectopica de gordura em
fémeas, correlacionando-se com o aumento da expressdo de genes que codificam
proteinas envolvidas nacaptagéo e exportacao de acidosgraxos. Em umterceiro estudo,
avaliou-se a toxicidade diferencial entre o principio ativo glifosato e o HBG em células
HepG2. A exposicdo ao HBG resultou em aumento na producédo de peroxido de
hidrogénio mitocondrial, adicionalmente a analise de sequenciamento de RNA revelou
7371 genes diferencialmente expressos em comparacdo ao glifosato isolado, com
destaque para vias relacionadas ao estresse oxidativo, estresse de reticulo
endoplasmatico,autofagia e apoptose. A analise conjuntadosresultadosdemonstraque
os HBG e HBA exibem potencial para agir como desreguladores enddcrinos e
obesdgenos, respectivamente. Os efeitos observados variam de acordo com periodo de
exposicao e o sexo dos animais, evidenciando a complexa toxicidade desses compostos.
O HBG demonstrou toxicidade ainda maior que o glifosato isolado em células HepG2.
Esses resultados reforcam a necessidade de regulamentagcées mais rigorosas para
pesticidas, enfatizando a importancia de estudos que avaliem os efeitos a longo prazo,
bem como a toxicidade de todos os ingredientes presentes nas formulacfes comerciais.

Palavras-chave: Agrotoxicos; Obesidade; Esteatose hepatica; Estresse oxidativo;
Hepatdcitos.



METABOLIC EFFECTS AND TOXICITY OF THE PESTICIDES ATRAZINE AND
GLYPHOSATE IN VIVO AND IN VITRO

ABSTRACT

The increased use of pesticides in Brazil and worldwide has raised concerns among
society and the scientific community regarding the risks these substances pose to the
environment and human health. Among the most widely used pesticides are the
herbicides atrazine and glyphosate. Both can act as endocrine disruptors and cause
undesirable metabolic changes. This study aimed to evaluate, in an animal model, the
metabolic effects of exposure to commercial pesticide formulations during critical
developmental windows, as well as to assess whetherthere are differences between
the commercial formulation and the isolated active ingredient in inducing oxidative
stress and gene expression in a human hepatocyte cell line. Results from an initial
study showedthat maternal exposure during gestation andlactation to the glyphosate-
based herbicide (GBH) promoted a reduction in body weightgain and retroperitoneal
and perigonadal fat stores in the adult offspring of male mice fed a high -fatdiet (HFD).
In addition, greater glucose tolerance and insulin sensitivity were observed, as well as
a lower degree of hepatic steatosis. In another study, it was observed that male and
female mice exposed in the peripubertal period to the atrazine-based herbicide (ABH)
at a dose of 5 mg/kg body weight and then fed an HFD for 90 days, showed
differentiated responses to the herbicide. Although body weight and adiposity
remained unchanged, male mice exposed to ABH showed hypertrophy of adipocytes
and upregulation of genes involved in fatty acid uptake and lipid droplet regulation in
perigonadal adipose tissue. Furthermore, pubertal exposure to ABH exacerbated
hepatic steatosis in both sexes, with increased ectopic fat accumulation in females,
correlating with increased expression of genes encoding proteins involved in fatty acid
uptake andexport. In athird study, the differential toxicity between the active ingredient
glyphosate and GBH was evaluated in HepG2 cells. Exposure to GBH resulted in
increased production of hydrogen peroxide in the mitochondria, and RNA sequencing
data showed 7371 differentially expressed genes compared to isolated glyphosate,
highlighting pathways related to oxidative stress, endoplasmic reticulum stress,
autophagy and apoptosis. The jointanalysis of the results demonstrates that GBH and
ABH have the potential to act as endocrine disruptors and obesogens, respectively.
The observed effects vary according to the exposure period and sex of the animals,
evidencing the complex toxicity of these compounds. GBH proved to be even more
toxic than the isolated active ingredientin hepatocytes. These results reinforce the
need for stricter regulations for pesticides, emphasizing the importance of studies that
assess long-term effects, as well as the toxicity of all ingredients presentin commercial
formulations.

Keywords: Pesticides; Obesity; Hepatic steatosis; Oxidative stress; Hepatocytes.
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1. INTRODUCAO

O crescimento na incidéncia e prevaléncia das doencas crbnicas nao
transmissiveis (DCNT) tem alterado o perfil de doencas presentes na populacédo e
desafiadoos sistemas de satde.As DCNT sédo as principais causas de morte em todo
mundo. Em 2019 elas foram responsaveis por 74% (41 milhdes) das 57 milhdes de
mortes que ocorreram globalmente (IHME, 2024). A obesidade destaca-se dentro
dessa problematica por ser também um fator de risco para o aparecimento de outras
doencas como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo, problemas
cardiovasculares e hepaticos, dislipidemias, entre outros. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em 2022 aproximadamente 43% dos adultos da populacéo
mundial apresentavam sobrepeso e 16% eram obesos (OMS, 2024). No Brasil, dados
obtidos por inquérito telefébnico em 2023 mostram que 61,4% dos brasileiros adultos
tem sobrepeso e 24,3% s&o obesos (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

A partir destes dados a comunidade cientifica internacional tem levantado a
discussao sobre os fatores causais associados ao aumento na incidéncia de
sobrepeso e obesidade. O desenvolvimento da obesidade € associado historicamente
apenas a ma alimentacao por meio de uma dieta com alto teor calérico e lipidico, falta
de exercicios fisicos e fatores genéticos. Entretanto, atualmente a epidemia da
obesidade nédo pode ser explicada apenas devido a esses fatores (Newbold, 2011).
Nesse sentido, dentro da complexa rede de eventos que influenciam o processo
saude-doencavem recebendo atencao nos Gltimos 40 anos, 0s eventos que ocorrem
no inicio da vida. Atualmente sabemos que a exposi¢cdo a insultos ou fatores
estressores nos periodos criticos para o desenvolvimento influenciam o
desenvolvimento de doencas na vida adulta, um fenémeno conhecido como origens
desenvolvimentistas da satde e doenca — DOHaD (Barker, 2007; Suzuki, 2018) .

O ambiente do inicio da vida inclui janelas de programagédo que se estendem
desde o periodo de preconcepcao até a adolescéncia. Fatores estressores durante a
gestacdo e lactacdo podem alterar ou causar uma adaptacdo inadequada do
metabolismo lipidico e proporcionar o desenvolvimento de obesidade na vida adulta

(Hoffman et al., 2021). A puberdade ou adolescéncia é marcada por modificagbes na
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morfofisiologia e intensa producéo de horménios sexuais (Dutta; Sengupta, 2016). E
um periodo importante para o desenvolvimento do tecido adiposo e insultos presentes
nessafase podem levar a alterac6es no desenvolvimento deste tecido e consequente
alteracdes na homeostase metabdlica (Holtrup et al., 2017). Pesquisas em animais
demonstraram que variacbes nutricionais durante a puberdade podem levar a
alteracdes metabdlicas na vida adulta (De Oliveira et al., 2013a; Ibafiez et al., 2017).

Dentre os insultos que podem desencadear a programacdo, destacam-se as
substancias que agem como desreguladores endécrinos (DE), que quando presentes
durante pontos criticos do processo de adipogénese, podem contribuir para esse
alarmante aumento nos indices de sobrepeso e obesidade. Essas substancias
guimicas que estimulam o acumulo de gordura e influenciam inadequadamente o
metabolismo de lipidios sdo chamadas obesdgenos (Newbold, 2011). Entre estas
substancias, encontram-se os pesticidas (Mostafalou; Abdollahi, 2017; Ren; Kuo;
Blumberg, 2020). Interessantemente, estudos apontam que os efeitos obesdgenos
dos pesticidas s6 sao observados apds o tratamento com uma dieta hiperlipidica ou
sdo exacerbados pela dieta, indicando que um segundo hit € necessario para o
desenvolvimento da obesidade (Ren; Kuo; Blumberg, 2020).

A acao dos pesticidas como DE e obesdgenos é preocupante tendo em vista
gue o consumo destas substancias na agriculturavem crescendo em todo mundo a
muitas décadas, o que tem implicacbes para saude humana e animal devido a
acumulacdodessas substanciasnomeioambiente e, consequentemente,aexposi¢cao
por meio do ar, agua e alimentos contaminados (Alonso et al., 2018). Entre os
pesticidas mais utilizados no Brasil e no mundo destacam-se os herbicidas que tem
como principio ativo o glifosato e atrazina (Brovini et al., 2021). O glifosato preenche
oito de dez caracteristicas necessérias para ser consideradoum DE (Mufioz; Bleak;
Calaf, 2021), embora ainda nédo seja reconhecido como tal pelas agéncias
reguladoras. A atrazina, por outro lado, € classificadacomo DE e algumas pesquisas
vem mostrando que ela age como substancia obesdgena (Cook et al., 2019; Lim et
al., 2009; Singh et al., 2018).

Varios estudos demonstraram as acdes do glifosato como DE e a toxicidade
destas interacdes (DE SOUZA et al., 2017; PANDEY; RUDRAIAH, 2015; ROMANO,
et al.,, 2012; ROMANO, et al., 2010). Em um estudo prévio do nosso laboratério
demonstramos que a exposicao a formulacdo comercial de glifosato (0,5 % de

Roundup Original DI®) durante a prenhez e lactacdo em camundongos C57BI6 levou
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a diminuicdo da espermatogénese e desregulacdo no eixo hipotalamo-hipofise-
testicular na prole de machos aos 150 dias de vida (Teleken et al., 2020a). Também
demonstrados que a exposicdo a uma formulacdo comercial de glifosato (50
mg/kg/PC) agravou a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em camundongos
machos e fémeas (Rosolen et al., 2024).

Em relacéo a atrazina alguns estudos investigaram os efeitos da exposicéo ao
principio ativo isolado, porém os resultados variam de acordo com o periodo em que
ocorreu a exposicao e a dose utilizada. A administracao cronica de atrazina (30 e 300
ug/kg) em ratos Sprague-Dawley adultos aumentou o peso corporal e o acumulo de
gordura intra-abdominal e levou ao desenvolvimento de resisténcia a insulina.
Interessantemente quando esses mesmos animais foram alimentados com dieta
hiperlipidica (40% de gordura) a dieta exacerbou ainda mais a resisténcia a insulina e
obesidade (Lim et al., 2009). A exposicao a atrazina (200 ug/kg de peso corporal) por
20 semanas a partir dos 21 dias de vida em camundongos machos C57BI6 associada
a dieta hiperlipidicano mesmo periodo aumentou a concentragdo de 4cidos graxos
livres no plasma e aumentou o contetdo hepatico de lipideos e triglicerideos, porém
o desenvolvimento de esteatose hepatica nao foi avaliado (Jin etal., 2014).

Uma importante questdo que precisa ser considerada na avaliacdo da
toxicidade dos pesticidas € a toxicidade do principio ativo isolado comparada a
toxicidade das formulacdes comerciais. Essas formulacdes geralmente sdo misturas
do ingrediente ativo e de coformulantes, que sdo considerados inertes, porém séo
inertes somente em relacdo ao mecanismode acéo do pesticida, pois também podem
causar danos tanto para ambiente quantos aos animais expostos. Infelizmente a
maioria das agéncias reguladoras mundiais ignoram a toxicidade intrinseca dos
coformulantes, estas substancias sédo entao geralmente excluidas dos requerimentos
para estabelecer limites de tolerancia (Mesnage; Benbrook; Antoniou, 2019). Estudos
com glifosato demonstraram que as formulacfes comerciais podem ser mais toxicas
gue o principio ativo isolado (Mesnhage et al., 2021, 2022).

Desta forma, nossa hipotese é que a exposicéo a formulagdes comerciais de
glifosato e atrazina durante janelas criticas para o desenvolvimento atuam como um
primeiro insulto, o que poderia agravar o desenvolvimento da obesidade na idade
adulta quando camundongos sdo expostos a um segundo estressor metabdlico, a

dieta hiperlipidica, e que esse agravamento da obesidade ter4 repercussdes no
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metabolismo. Postulamos ainda que a formulacdo comercial de glifosato tera maiores

efeitos deletérios em hepatocitos quando comparada ao glifosato isolado.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos dos pesticidas a base de glifosato e atrazina em diferentes janelas
de programacéao sobre o metabolismo, e a toxicidade diferencial entre umaformulagdo

comercial e o glifosato isolado em hepatdcitos.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar o efeito da exposicdo materna peri e pés-natal a um herbicida a
base de glifosato sobre a prole de machos adultos alimentados com dieta hiperlipidica.

Avaliar o efeito da exposicdo a um herbicida a base de atrazina durante a
puberdade em camundongos machos e fémeas alimentados com dieta hiperlipidica
na vida adulta.

Analisar se a formulac@o comercial tem maior toxicidade que o principio ativo

isolado de glifosato em células HepG2.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 OBESIDADE E OBESOGENOS

A obesidade é uma DCNT definida pela OMS como excesso de tecido adiposo
que pode ser prejudicial & satide (OMS, 2024). E resultado de relagbes complexas
entre influéncias genéticas, metabodlicas, socioecondmicas, culturais e fatores
ambientais (APOVIAN, 2016). O indice de massa corporal (IMC) igual ou maior a 25
kg/m? é historicamente utilizado para caracterizar os individuos com sobrepeso,
enguanto o IMC igual ou maior a 30 kg/m? representa obesidade. Recentemente um
painel de especialistas prop6s uma nova abordagem de diagndéstico da obesidade,
com a finalidade de distinguir obesidade pré-clinica, quando individuo apresenta
excesso de adiposidade corporal, sem comprometimento funcional de 6rgaos e
sistemas bem como de atividades da vida diaria, da obesidade clinicaem que esse
comprometimento jA esta ocorrendo. Os especialistas definem ainda que para o
diagnostico da obesidade clinica devem ser consideradas medidas antropométricas
(circunferéncia abdominal ou medida direta da adiposidade) associadas ao IMC, em
conjunto com critérios clinicos como sinais e sintomas de lesédo de érgaos e reducao
de mobilidade com impacto na realizacéo de atividades diarias (Rubino et al., 2025).

Segundoa OMS, em 2022 aproximadamente 43% dos adultos da populagdo
mundial apresentavam sobrepeso e 16% eram obesos (OMS, 2024). No Brasil, dados
obtidos por inquérito telefénico em 2023 mostram que 61,4% dos brasileiros adultos
tem sobrepeso e 24,3% sdo obesos (Ministério da Saude, 2023). Esses numeros
alarmantes apontam para uma epidemia de obesidade mundial e demonstram que
essa doencga deve ser encarada como um problema de saude publica (DE LORENZO
et al., 2019).

Uma recente revisdo de HEINDEL e colaboradores (2024) reitera a
complexidade da obesidade e discorre sobre os quatro principais modelos causais da
atualidade. O modelo de equilibrio energético postula que a obesidade resultade um
desequilibrio créonico entre a ingestéao calérica e o gasto energético, com o sistema
nervoso central desempenhando um papel crucial na regulacéo do peso corporal por

meio da integracdo de sinais homeostaticos e exdgenos. O modelo carboidrato-
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insulina enfatiza a hiperglicemia induzida pela ingestao de carboidratos, que eleva os
niveis de insulina, promovendo a lipogénese e o armazenamento de gordura.
O modelo de oxidacdo-reducéo concentra-se nas alteragcbes do potencial redox
mediadas por alimentos ultraprocessados e exposi¢cdes ambientais, que podem gerar
sinalizacdes metabdlicas enganosas, comprometendo a homeostase energética. Por
fim, o modelo de obesdgenos sugere que a exposi¢ao a desreguladores enddcrinos,
especialmente durante periodos criticos de desenvolvimento, pode interferir na
sinalizacado hormonal e na programacao metabdlica, aumentando a predisposi¢ao ao
ganho de peso ao longo do ciclo de vida. Os autores propdem ainda a criacdo de um
modelo integrado no qual a proposta central € que os produtos quimicos ambientais
podem gerar sinais autdcrinos e endocrinos falsos, incluindo Espécies Reativas de
Oxigénio (EROS), as quais subvertem os mecanismos regulatérios normais de
energia, aumentando asecrecdo de insulina, e alterando a eficiénciaenergética,além
de influenciar o apetite e o gasto energético, podendo assim levar ao ganho de peso.
Além disso, o modelo integrado oferece uma base para futuras intervencdes
preventivas focadas na reducdo da exposicdo a produtos quimicos ambientais,
destacando a importancia de considerar fatores ambientais e metabdlicos na
compreensédo da obesidade.

Além disso a susceptibilidade a obesidade pode ser pelo menos em parte
programada por exposicdo a substancia obesdgenas nos estagios iniciais do
desenvolvimento (Heindel, 2019). Os obesbégenos podem agir diretamente nos
adipocitos, aumentando a quantidade dessas células, ou aumentando o acimulo de
gordura em células ja existentes. Podem afetar também de forma indireta afetando
mecanismos de regulacao do apetite e saciedade, a taxa metabdlica basal, o equilibrio
energético e a microbiota intestinal (Veiga-Lopez et al., 2018).

Dentre as classes de substancias que podem agir como obeségenos estdo 0s
pesticidas. Substancias com probabilidade de alterar a func¢éo do tecido adiposo,
aumentando a diferenciagéo e proliferacdo dos adipdécitos, bem como a captacdo de
lipidios aumentando o nimero e o volume dos adipdcitos, podem agir ainda por meio
de alteracBes neuroenddcrinas no controle alimentar e no metabolismo de nutrientes.
Entretanto, resultados dos efeitos obesdgenos dos pesticidas aindasaoinconclusivos,
pois resultados conflitantes sdo encontrados em estudos tanto com humanos, quanto
com animais (Pinos etal., 2021). Cabe ressaltar que alguns trabalhos indicam que os

efeitos obesdgenos de alguns pesticidas s6 sédo observados apds o tratamento com
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uma dieta hiperlipidica ou sédo exacerbados pela mesma, indicando que um segundo
“hit” &€ necessario para o desenvolvimento da obesidade. Outro fator importante a ser
considerado, é que o dimorfismo sexual € comum quando examinamos efeitos dos

DEs, incluindo os estudos relacionados a obesidade (Ren; Kuo; Blumberg, 2020).

3.2 PESTICIDAS

Pesticidas sdo uma classe de compostos quimicos utilizadas para repelir,
destruir ou prevenir qualquer praga, tais como insetos, roedores, ervas daninhas e
microrganismos. Podem ser utilizados na satde publica (ho combate a vetores) e no
uso doméstico, em que os pesticidas sao aplicados em jardins e no combate a ervas
daninhas.Porém, seu uso ocorre majoritariamente na agricultura (Alavanja,2010). Os
pesticidas de acordo com sua finalidade podem ser classificados como herbicidas,
inseticidas, nematicidas e fungicidas (Ren; Kuo; Blumberg, 2020).

O consumo mundial de pesticidas atingiu 3,7 milhées de toneladas de
ingredientes ativos em 2022, representando um aumento no consumo de 4% em
relagdo a 2021, e o dobro do consumo em relagdo a 1990. Um dado preocupante
mostra que entre 1990 e 2022 o consumo de pesticidas por area plantada aumentou
94% no mundo. O Brasil liderou o ranking de paises em consumo absoluto com 801
mil toneladas e ocupou aterceira posicdo no consumo por area cultivada (FAO, 2024).

A producéo agricola no Brasil é favorecida pelas condi¢des climéticas e pela
grande quantidade de area agricola cultivavel disponivel. Atualmente o Brasil € o
segundo maior exportador de produtos agricolas do mundo e, portanto, os pesticidas
sdo extensamente utilizados no pais devido a alta eficiéncia, baixo custo e legislacdo
permissiva (Broviniet al., 2021). Dos dez ingredientesativos mais utilizadosno Brasil,
trés sdo proibidos na Unido Europeia (acefato, atrazina e paraquat). Além disso,
enquanto na Unido Europeia existe um limite para a quantidade total de pesticidas
presentes na dgua, o mesmo nao ocorre no Brasil. A estipulacdo de limites maximos
por ingrediente ativo (e ndo para o total de agrotéxicos), tanto em alimentos quanto
na agua, facilita a formacéo de coquetéis de pesticidas, com efeitos que podem ser
mais toxicos do que dos principios ativos isolados (IPEA, 2019).

Outra questao importante a ser discutida com relacdo aos pesticidas € que as
formulagbes comerciais dessas substancias ndo contém somente o ingrediente ativo,

mas também o0s adjuvantes e excipientes que sdo utilizados para melhorar a
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estabilidade ou a penetracdo da substancia ativa na célulaalvo (Vandenberg et al.,
2017). A induastria declara esses adjuvantes como inertes e, na maioria das vezes,
eles sdo excluidos dos testes de toxicidade, noquais é utilizado somente o ingrediente
ativo. Entretanto, alguns trabalhos vém demonstrando que as formulagcdes comerciais
sdo mais toxicas que o principio ativo isolado (Defarge et al., 2016; Mesnage et al.,
2014).

A exposicdo humana a pesticidas pode ocorrer em diferentes situacfes, como
a exposicdo ocupacional, que é relativa aqueles individuos que trabalham com a
producdo, o transporte e a aplicacdo dessas substancias, ou ainda com pessoas que
residem em locais com alta circulacéo de residuos de pesticidas e também devido ao
acumulo existente na agua e alimentos contaminados. Impactos na saude dos seres
humanos abrangem desde problemas agudos como simples nauseas, dores de
cabeca e irritagbes na pele até problemas cronicos, como por exemplo
carcinogenicidade, neurotoxicidade, imunotoxicidade, toxicidade reprodutiva,
toxicidade do desenvolvimento e efeitos de desregulacdo enddcrina (Mostafalou;
Abdollahi, 2017). Diante disso, a toxicidade dos pesticidas € de grande preocupacao
em todo o mundo. O tema agrotoxicos e satde mobiliza conhecimentos e acdes na
saude publica, que exigem uma perspectiva sistémica de analise, desde o nivel
molecular ao social, requerendo conhecimentos de diferentes campos disciplinares,
tais como biologia, toxicologia, clinica, epidemiologia, agronomia, geografia,
sociologia, antropologia, economia e bioética (DIAS et al., 2018).

Os trés agrotoxicos mais comercializados no Brasil entre 2009 e 2018 foram
glifosato, acido diclorofenoxiacético (2,4D) e atrazina. Um interessante estudo avaliou
0 risco ambiental para 0s ecossistemas aquaticos dos trés agrotoxicos mais
comercializados no Brasil e demonstrou que 80% dos estados brasileiros tem alto

risco ambiental para mistura de glifosato, 2,4D e atrazina (Brovini et al., 2021).

3.2.1 Glifosato

O glifosato (N-(fosfometil)glicina) € um herbicida nédo seletivo, de acao

sistémica do grupo quimico das glicinas substituidas, cuja formulacdo comercial mais
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conhecida € ROUNDUP® da Monsanto. O mecanismo de acao do glifosato ocorre
pela interferéncia na sintese de amino&cidos aromaticos essenciais, como a
fenilalanina, a tirosina e a triptofano, por meio da inibicdo da atividade da enzima 5-
enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), ocasionando assimuma diminuigdo
nasintese de proteinas e eventual morte das plantas (Duke; Powles, 2008; Williams,
Gary M.; Kroes; Munro, 2000). Essa via de acdo do glifosato ndo é encontrada em
nenhum vertebrado, e devido a isso, quando foi lancado no mercado em 1976 o
glifosato foi proposto como seguro para exposi¢cdo humana e animal, em contraste
com o0s pesticidas mais utilizados naquela época (2,4D e paraquat) que eram
reconhecidamente toxicos. A partir disso o glifosato se tornou o pesticida mais
utilizadonomundo, posi¢do que se mantém atualmente.No entanto,um nimero cada
vez maior de evidéncias aponta para os efeitos toxicos causados por este herbicida,
especialmente quando considerados os surfactantes que sao aplicados juntamente
nas formulacdes (Peillex; Pelletier, 2020; Werner; Berndt; Mansfield, 2022).

Atualmente a literatura demonstra toxidade do glifosato in vivo, in vitro e em
estudos epidemioldgicos (Lacroix; Kurrasch, 2023). Recentes revisdes sistematicas
apontaram que a toxicidade das formula¢des contendo glifosato para saude humana
séo claras em estudos conduzidos com culturas de células humanas como células
sanguineas, epiteliais, renais, hepaticas e gametas, porém os resultados variam de
acordo com o tipo celular, a formulacéo de glifosato, o tempo de exposicdo e a dose.
Em relacdo a estudos epidemiolégicos os dados ainda sdo contraditorios,
principalmente devido a dificuldade de estabelecer a concentracdo de glifosato em
gue ocorreu a exposicdo crbnica (Agostini et al., 2020; Meftaul et al., 2020). A
controveérsia mais recente ocorreu entre as préprias agénciasregulatorias. Em relacéo
ao potencial carcinogénico do glifosato a International Agency for Research on
Cancer’s (IARC) classificou o glifosato como provavel substancia carcinogénicaem
2015, enquanto a European Food Safety Authority (EFSA) segue classificando o
glifosato como nd&o carcinogénico para humanos. Essas diferencas refletem os
diferentes testes e métodos utilizados por cada agéncia, devido a complexidade da
interacdo do glifosato na natureza, porém os métodos de avaliagcdo deveriam se
adaptar e considerar a acao do glifosato como desregulador enddcrino, com acao em
baixas doses e que ndo seguem umacurva-dose resposta classica (Davoren; Schiestl,
2018).
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Desreguladores endodcrinos séo substancias que podem interferir e alterar a
funcé@odosistema endécrino (GUARNOTTA et al., 2022). O glifosato possui oito entre
dez caracteristicas principais para umasubstanciaser considerada DE (Mufioz; Bleak;
Calaf,2021). O periodo mais sensivel para exposi¢édo aos DE séo os periodos criticos
para o desenvolvimento, como avida fetal e a puberdade (GUARNOTTA et al., 2022).
Estudos demonstraram que a exposicdo ao glifosato nesses periodos causa
toxicidade provavelmente devido a sua acdo como DE (DE SOUZA et al., 2017;
KUBSAD etal., 2019; TELEKEN et al., 2020).

Wang e colaboradores (2022) apos conduzirem uma reviséo sistematica sobre
a toxicidade do glifosato propuseram que o mecanismo de toxicidades deste pesticida
ocorre por meio do estresse oxidativo, em que o glifosato causa um desequilibrio no
estado redox das células e aumento na producdo de EROs que podem causar dano
a lipidios, proteinas e ao DNA, com subsequente apoptose, autofagia e dano
mitocondrial. Resultados de estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram
gue a exposicdo a uma formulagdo comercial de glifosato (50 mg/kg/PC) agravou a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica em camundongos machos e fémeas
(Rosolen etal., 2024).

As formulagdes comerciais de glifosato sdo misturas do ingrediente ativo e de
coformulantes. Geralmente o ingrediente ativo glifosato representa entre 40 e 60% do
produto concentrado. Os outros ingredientes sdo considerados inertes, porém sao
inertes somente em relagcdo ao mecanismo de acéo do pesticida, pois também podem
causar danos tanto para ambiente quantos para 0os animais expostos. Infelizmente a
maioria das agéncias reguladoras mundiais ignoram a toxicidade intrinseca dos
coformulantes, tais substancias sdo geralmente excluidas dos requerimentos para
estabelecer limites de tolerancia (Mesnage; Benbrook; Antoniou, 2019).

A heterogeneidade das formulacdes de pesticidas, tanto em termos de
ingredientes ativos quanto de adjuvantes, representa um desafio para a avaliagcéo de
riscos e a regulamentacdo desses produtos. A composi¢do exata, muitas vezes
consideradaconfidencial, varia entre diferentes marcas e produtos, e até mesmo entre
diferentes regides geograficas de um mesmo produto. Essa variabilidade pode levar
a diferencas significativas na eficicia e natoxicidade das formulages, dificultando a
comparagao de estudos e a extrapolagdo de resultados (Mesnage et al., 2014,

Mesnage; Antoniou, 2018).
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Entre os coformulantes presentes em HBG, os surfactantes destacam-se por
sua func¢édo na facilitagdo da absorcéo do principio ativo pela planta. Devido a essa
caracteristica, sdo os coformulantes mais estudados e, frequentemente, associados a
um maior potencial de toxicidade. As aminas polietoxiladas (POEA), por exemplo, séo
um tipo de surfactante comumente utilizado nessas formulacbes e que foi
demonstrado ter maior toxicidade que o principio ativo isolado. A citotoxicidade de
HBG pode variar significativamente, em até 100 vezes, dependendo da composicéo
especifica dos coformulantes presentes na formulacdo (Mesnage; Benbrook;
Antoniou, 2019).

Em relacdo as diferencas nos resultados entre o principio ativo e as
formulacbes comerciais, trés hipoteses emergem, (1) os adjuvantes sdo a causa de
toxicidade e néao o glifosato, (2) os adjuvantes aumentam a permeabilidade do
glifosato na célula e assim aumentam a toxicidade e (3) o glifosato e os adjuvantes
tém efeitos sinérgicos (Lacroix; Kurrasch, 2023).

A falta de transparéncia sobre a composi¢cédo dos coformulantes presentes em
pesticidas impede uma avaliacdo precisa dos riscos a saude humanae ao meio
ambiente, dificultaa comparacéo de estudos e limita o desenvolvimento de politicas
publicas eficazes. A variabilidade na composicdo dos produtos leva a resultados
inconsistentes em testes de toxicidade, comprometendo a confiabilidade dos dados
cientificos. Para superar essas limitacdes, € fundamental a implementacdo de
regulamentacdes que exijam a divulgacdo publica de todos os componentes

presentes nos pesticidas (Mesnage; Benbrook; Antoniou, 2019).

3.2.2 Atrazina

Enquanto a comunidade cientifica ainda apresenta controvérsias em relacéo a
algumas classificagdes de toxicidade do glifosato, em relagédo ao herbicidaatrazinaos
indicios de toxicidade sdo mais evidentes. A atrazina foi banida da Unido Europeia
desde 2002, porém ainda é extensamente utilizado em paises como Brasil, Estados
Unidos, Australia e China. Este herbicida é classificado pela Agéncia de Protecéo
Ambiental Americana (EPA) como DE e pela IARC como substancia carcinogénica
(Singh etal., 2018). E um herbicida da classe das tiazinas utilizado principalmente na

agricultura para proteger as culturas de milho da invasdo de ervas daninhas. Seu
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mecanismo de acdo nasplantas ocorre atraves da inibicdo de enzimas que participam
da fotossintese (Jin et al., 2014; Vandenberg; Najmi; Mogus, 2020).

Zhao e colaboradores (2024) demonstraram em uma recente revisao de
literatura que a atrazina apresenta efeitos toxicos no sistema endocrino,
manifestando-se através de diversos mecanismos moleculares. No eixo hipotalamo-
pituitaria-gbnada (HPG), a atrazina influencia a expressdo de kisspeptina, um
hormonio crucial para a regulacéo da reproducéo, consequentemente impactando a
sintese de esterdides. Além disso, a atrazina pode interferir na sintese de DNA e na
diviséo celular e modificar os padrées de metilacdo do DNA, resultando em toxicidade
reprodutiva e comprometimento do desenvolvimento. No sistema nervoso, a atrazina
afeta a neurotransmissdo dopaminérgica, alterando a expressdo de genes como
Nurrl, Vmat2 e Dat, afetando assim a sintese e o transporte de dopamina, e podendo
também influenciar outros neurotransmissores. No tecido adiposo, a atrazina pode
reduzir o metabolismo basal, prejudicar a fosforilacdo oxidativa celular e induzir
resisténcia a insulina.

Especificamente sobre sua agdo como substanciaobesogena, algunstrabalhos
demonstram que a exposicéo a atrazina tem efeitos negativos sobre o metabolismo
em diferentes janelas de programacao. A administracéo crénica de atrazina (30 e 300
ug/kg/PC) em ratos Sprague-Dawley adultos aumentou o peso corporal e 0 acumulo
de gordura intra-abdominal e levou ao desenvolvimento de resisténcia a insulina.
Interessantemente quando esses mesmos animais foram alimentados com dieta
hiperlipidica (40% de gordura) a dieta exacerbou ainda mais a resisténcia a insulinae
obesidade (Lim etal., 2009). Camundongos machos expostos cronicamente a atrazina
(5 mg/kg/PC) desde a gestacao até a idade adulta apresentaram impacto negativo no
metabolismo hepatico e reducdo na concentracdo de espermatozoides (Harper;
Finger; Green, 2020). Assim, evidéncias sugerem que a exposicao a atrazina e a
outros pesticidas durante janelas criticas de desenvolvimento podem levar a
alteracbes no metabolismo e contribuir para o rapido aumento da incidéncia de
obesidade (Ren; Kuo; Blumberg, 2020).
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3.3 ORIGENS DESENVOLVIMENTISTAS DA SAUDE E DOENCA — DOHaD

Em meados da década de 1980 um estudo epidemioldgico inovador, publicado
por Barker e colaboradores, encontrou uma relacdo positiva entre mortalidade por
doenca cardiaca em 1968-78 e mortalidade neonatal e infantil em 1921-1925 na
Inglaterra e no Pais de Gales. A partir destes achados os pesquisadores propuseram
gue a ma nutricdo no periodo pos-natal aumenta a suscetibilidade aos efeitos
negativos de uma dieta abundante na vida adulta, resultando no aumento de
mortalidade por problemas cardiovasculares (Barker, 1986, 2007). Mais tarde outras
pesquisas desse mesmo grupo demonstraram que a ma nutricdo no periodo pré e
pos-natal, seguido de uma dieta rica em calorias, resulta em aumento no risco de
desenvolver outras DCNT (HALES, C. N.; BARKER, 2013; HALES; BARKER, 2001).

A partir dessas primeiras pesquisas essa hipotese comecou a ser
extensamente testada, tanto em estudos epidemioldégicos quanto em modelos
experimentais com animais de laboratorio. A ideia de que condigfes vivenciadas no
inicio do desenvolvimento teriam impacto na carga de doencas experenciadas pelos
individuos ao longo do curso de sua vida, foi primeiramente descrita como hipétese
de Barker (BARKER, 2007). Mais tarde, na década de 1990, foi proposto o termo
“programacao fetal” ou “programacdo metabdlica” para descrever esse fendmeno
(LUCAS, 1991). Essa terminologia ainda é utilizada atualmente para descrever esse
mecanismo do processo salde-doenca, Noentanto, com a evolugédo desse importante
ramo da ciéncia, considerando que o ambiente do inicio da vida inclui janelas de
programacao que se estendem desde o periodo de preconcepcao até a adolescéncia
e aindaque saude é um conceito amplo e né&o pode ser limitado somente a auséncia
de doengas, atualmente este fenbmeno € descrito como “origens desenvolvimentistas
da saude e doencga” ou do inglés “developmental origins of health and disease” que
da origem a sigla DOHaD amplamente utilizada nesta area de pesquisa em todo
mundo (Penkler etal., 2019; Suzuki, 2018).

Além de diferentesnomenclaturas, também foram propostas varias teorias para
explicar este fendmeno ao longo do tempo. Hales e Barker descreveram a teoria do
fenétipo poupador, a qual propde que o feto é capaz de se adaptar ao ambiente
intrauterino adverso otimizando o uso da oferta energética. Nessa perspectiva, 0s

nutrientes sdo direcionados para orgaos criticos em detrimento de outros Orgaos,
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aumentando assim a vulnerabilidade dos mesmos na vida pés-natal (HALES, C. N;
BARKER, 2013). Outra hip6tese muito discutida é a da resposta adaptativa preditiva,
em que o feto estima e prediz o ambiente pés-natal e promove, assim, adaptacdes em
seu processo de desenvolvimento ainda navida uterina. Essa teoria propde que nao
hé& vantagem imediata nas alteracdes fisioldgicas, haja vista que o objetivo é a
sobrevivéncia do feto na vida pos-natal pelo menos até a idade reprodutiva
(Gluckman; Hanson, 2004; Silveira et al., 2007). Outra teoria proposta mais
recentemente € conhecida como teoria do segundo hit, que sugere que os insultos
ocorridos durante o periodo perinatal (primeiro hit) ndo seriam por si so suficientes
para alterar o fen6tipo do individuo na vida adulta; porém, a exposicao a estressores
navida pos-natal pode agir como um segundo hitativando ou amplificando os efeitos
da programacao e levando ao aparecimento de doencas (Padmanabhan; Cardoso;
Puttabyatappa, 2016).

Atualmente as pesquisas com DOHaD tem como objetivo fornecer uma
perspectiva abrangente sobre o processo saude-doenca e propor uma relagédo sobre
como diferentes experiéncias moldam os riscos de adoecimento ao longo de todo o
curso de umavida, podendotambém fornecerimportantes evidéncias cientificas, bem
como indicar caminhos para acdes em satde pablica. E importante compreender a
teoria DOHaD como uma proposta de que certas vias de desenvolvimento podem
influenciar respostas individuais de suscetibilidade ou resiliéncia a doencas na vida
adulta e ndo que conduzam inevitavelmente a tais doencas (Penkler et al., 2019;
Suzuki, 2018).

Os mecanismos moleculares pelos quais a programacdo pode ocorrer
acontecem por meio de modificacdes epigenéticas, que sdo alteracdes na expressao
génica, porém ndo alteram a sequéncia do DNA. Sendo assim, modificacbes
epigenéticas, como metilacdo de DNA, modificacbes de histonas e RNAs néo
codificantes estdo envolvidas na mediacao de como o ambiente no inicio da vida afeta
a saude posteriormente (Bianco-Miotto et al., 2017).

Os estudos iniciais com a teoria DOHaD tinham como foco problemas
cardiovasculares e mais tarde expandiram para abordar outras DCNT. Atualmente ja
foram descritas evidéncias experimentais ou epidemiolégicas da programacdo na
sindrome metabdlica, DM2, hipercolesterolemias, doenca hepética, problemas no
sistema reprodutor, no sistema nervoso central, sistema renal e sistema respiratorio
(Barker, 2007; De Gusmaéo Correia et al., 2012; Eberle; Ament, 2012; Hoffman et al.,
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2018; Oben et al., 2010; Suzuki, 2018). Outro fator que podemos destacar em relacao
aos avancos das pesquisas nesse campo diz respeito as janelas de programacao. O
foco inicial foi relacionado aos insultos durante o periodo pré e pos-natal, mas
pesquisas nessa area se expandiram para demonstrar que a programacao pode
ocorrer desde a formacdo dos gametas até a puberdade ou adolescéncia (Suzuki,
2018).

A puberdade é a fase em que ocorre a maturacdo do eixo hipotalamo-
hipofisario-gonadal, caracterizada por elevagcdes nas concentracbes de
gonadotropinas e horménios sexuais (Dutta; Sengupta, 2016). HOLTRUP e colabores
(2017) demonstraram que a adolescéncia também é um periodo importante para o
desenvolvimento do tecido adiposo e que estimulos obesogénicos nessa fase podem
levar a alteracdo no desenvolvimento desse tecido e consequentes modificacdes na
homeostase metabdlica. Segundo a OMS a adolescéncia em humanos compreende
o periodo entre 10 a 19 anos, com média de inicio da puberdade de 11,5 anos, em
camundongos a idade média do inicio da puberdade é de 42 dias (Dutta; Sengupta,
2016).

Pesquisas experimentais demonstraram os efeitos de insultos nutricionais na
adolescéncia.Ratos Wistar que receberam uma dieta hipoproteicados 30 aos 60 dias
de vida desenvolveram maior acimulo de gordura corporal e alteracdes prejudiciais
no metabolismo glicémico durante a vida adulta (De Oliveira et al., 2013b). Outro
trabalho que tinha como objetivo investigar os efeitos programadores de uma dieta
rica em gorduras no metabolismo e no sistema reprodutor, verificou que ratos Wistar
que receberam uma dieta com 35% de gordura dos 30 aos 60 dias de vida,
apresentaram aumento no ganho de peso corporal, intolerancia a glicose, maior
acumulo de gordura, diminuicdo na altura do epitélio e no diametro dos tubulos
seminiferos na vida adulta (Ibafez et al., 2017).

Os fatores ou insultos que desencadeiam a programacgao podem ser diversos,
tais como excesso ou falta de nutrientes, doencas maternas e fetais, estresse, estilo
de vida, intervencdes médicas e exposicao a produtos quimicos ambientais. Algumas
dessas alteracbes podem levar a consequéncias ja durante a vida pés-natal imediata,
enquanto outras permanecem silenciadas até a vida adulta (Padmanabhan; Cardoso;
Puttabyatappa, 2016). Entre os insultos ambientais que podem desencadear a
programacao encontra-se a exposi¢cao aos pesticidas, que tem recebido atenc¢do dos

pesquisadores em todo mundo devido ao uso indiscriminado dessas substancias na
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pratica agricola, que leva consequentemente auma exposi¢do humanaaos pesticidas
por meio de 4gua e alimentos contaminados (Almeida et al., 2019). Na figura 1

podemos observar os principais pontos descritos nessa sec¢ao.
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Figura 1. Exposicdo a quimicos ambientais em periodos criticos pode levar ao desenvolvimento de
doencgas na vida adulta.
Fonte: Almeida et al, 2019.

3.4 METABOLISMO HEPATICO E ESTEATOSE HEPATICA

O figado é um 6rgéo central nometabolismo energético. Os hepatdcitos sdo as
principais célulasdo parénquimahepatico, as quais controlam as reacdes bioquimicas
e as funcdes metabdlicas. Tipos de células adicionais dentro do figado incluem
colangiocitos, células de kupffer, células estreladas e células endoteliais, cada uma
com funcdes especializadas (Alves-Bezerra; Cohen, 2017).

Em relagcdo ao metabolismo energético hepético, de forma resumida em
estados pos-prandiais a glicose absorvida no trato gastrointestinal chega ao figado e
pode ser armazenada naforma de glicogénio (glicogénese) e/ou convertidaem acidos

graxos através de uma série de processos enzimaticos denominados como
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lipogénese de novo. Os acidos graxos provenientes da lipogénese de novo ou
diretamente dos lipideos ingeridos na dieta sdo esterificados com glicerol e formam
os triglicerideos, os quais sdo armazenados em goticulas lipidicas nos hepatécitos ou
secretados na corrente sanguinea como lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), sendo transportados ao tecido adiposo para serem estocados. Durante o
jejum ou exercicio fisico o glicogénio e os triglicerideos sao liberados na corrente
sanguinea para serem utilizados como substrato energético pelos tecidos extra-
hepaticos. Logo, € no figado que varios nutrientes, hormdénios, e sinais neurais
regulam o metabolismo glicémico e lipidico. (Han et al., 2016; Rui, 2014).

Quando ocorre uma desregulacdo nesse processo metabdlico gerando
acumulo de triglicerideos nos hepatdcitos, seja pelo excesso de acidos graxos
oriundos do tecido adiposo, ou por consequéncia do aumento de glicose intra-
hepatica, resultando no aumento da lipogénese de novo, a quantidade de
triglicerideos sintetizados no hepatécito excede a capacidade de secrecédo de VLDL e
pode levar ao desenvolvimento de uma patologia conhecidacomo doenca hepéatica
gordurosa associada a disfuncao metabadlica (Jones, 2016).

Historicamente essa doenca era chamada de doenca hepatica gordurosa nao-
alcodlica (DHGNA). Porém, em 2023 foi proposta uma nova terminologia denominada
em inglés como metabolic associated fat liver disease, que da origem ao acrébnimo
MAFLD. Essa nova nomenclaturatem uma melhor correlacdo com a fisiopatologia da
doenca (PIPITONE, et al., 2023). A MAFLD inclui um espectro de doencgas hepaticas
cronicas variando de uma simples esteatose hepética (EH), na qual o individuo
apresenta apenas acumulo de lipideos, até a esteatohepatite associada a disfuncao
metabdlica. Sendo assim, esta condicdo tem se tornado cada vez mais comum
paralelamente ao aumento da prevaléncia de obesidade e outros componentes da
sindrome metabdlica (Neuschwander-Tetri, 2017). Alguns autores consideram que a
MAFLD é a manifestacdo hepética da sindrome metabdlica (Heeren; Scheja, 2021).
Essa patologia tem como primeira manifestacdo o acumulo de gordura no figado, ou
mais especificamente acimulo de lipideos no interior dos hepatdcitos, em pacientes
gue nao fazem uso excessivo de alcool. Apresenta-se de forma assintomatica na
maioria dos pacientes acometidos e estd associada com obesidade e outras
caracteristicas da sindrome metabdlica como hipertenséo, dislipidemia, adiposidade
central e resisténcia a insulina ou diabetes (Buzzetti; Pinzani; Tsochatzis, 2016). E

associada também ao aumento da mortalidade, particularmente relacionada a
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doencas cardiovasculares e carcinoma hepatocelular. A MAFLD é a doenca hepatica
mais comum no mundo ocidental, afetando cerca de 25% da populagcdo mundial.
Entretanto, quando considerados somente pacientes obesos esse indice chega a 90%
(Ipsen; Lykkesfeldt; Tveden-Nyborg, 2018).

O mecanismo relacionado ao desenvolvimento e progressdo da MAFLD é
complexo e multifatorial (Neuschwander-Tetri, 2017). O figado tem uma relagéo direta
com o tecido adiposo branco (TAB). O TAB libera os acidos graxos pela lipolise
durante estados catabdlicos e esses acidos graxos séo a principal fonte para sintese
de VLDL no figado, mas o excesso de &cidos graxos liberados pelo TAB causa
esteatose hepatica, devido a capacidade saturavel na producéo de VLDL pelo figado.
Em individuos obesos, os adipécitos hipertréficos e resistentes a insulinatém taxas
elevadas de lipdlise, 0 que explica a conexao entre obesidade e MAFLD O TAB
também exerce varias agdes hormonais, via adiponectina e PPARaq, as quais tém
potencial para regular direta ou indiretamente o desenvolvimento da MAFLD. Em
contraste, a ativacao do tecido adiposo marrom (TAM) melhora a MAFLD, tendo em
vista que a ativacdo do TAM usa o0s acidos graxos provenientes dos lipideos
circulantes para gerar calor, diminuindo a quantidade de acidos graxos que chegam
ao figado (Heeren; Scheja, 2021)

A lipogénese de novo é a via metabdlica que sintetiza acidos graxos a partir da
Acetil-CoA, tipicamente essa via é responsavel por 5 % dos acidos graxos e VLDL
produzidosno figado. Porém em individuos com MAFLD esse percentual pode chegar
a 25% ou mais. Esse aumento pode ser causado pelo acréscimo da inducédo de
enzimas dessa via, que ocorre por acao dos fatores de regulacao transcricional
SREBP1 e ChREBP, os quais por sua vez estdo elevados em condi¢cdes de
hiperglicemia e hiperinsulinemia. A lipogénese de novo esta aumentada na MAFLD e
contribui tanto para o aumento do acumulo de lipideos quanto para o aumento da
secrecdo de VLDL. As particulas intermedidrias ricas em triglicerideos retornam ao
figado e sdo internalizadas através da ligacdo com o LDLR. Humanos com MAFLD
tém altas concentracdes de particulas intermediarias ricas em triglicerideos
(Neuschwander-Tetri, 2017).

A insulina € um regulador negativo da secrecdo de VLDL. A mesma suprime a
lipblise no TAB e o consequente fluxo de acidos graxos para o figado.
Fisiologicamente esses efeitos da insulina servem para suprimir a producdo de

gordura no figado durante o estado pos-prandialem que os lipideos ingeridos nadieta
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devem ser utilizados pelostecidos periféricos. Em individuos com MAFLD a supresséao
da producdo de VLDL pela insulina € prejudicada, esses individuos geralmente
apresentam resisténcia a acao da insulina tanto hepética quanto periférica. Em
resumo, tal resisténcia causa inicialmente umaumento da secre¢éo de VLDL, em um
processo que neutraliza o acimulo de lipideos hepaticos e que em um primeiro
momento é protetor para o figado, contudo essa adaptagéo € limitada e em estagios
mais avancados ocorre estresse intracelular no hepatécito e perda de func¢éo tecidual
0 que leva a diminuicdo na secrecdo de VLDL (Heeren; Scheja, 2021).

O simples armazenamento de acidos graxos no figado na forma de
triglicerideos, que € o primeiro componente da esteatose, na verdade pode ser um
mecanismo adaptativo para remover esses acidos graxos da circulacdo, tendo em
vista que parte da patofisiologia e da magnitude desse acimulo ndo estdo diretamente
relacionados a injuriado figado. Porém durante a progressdo da MAFLD o acumulo
de lipideos nos hepatdcitos pode levar a lipotoxicidade e desencadear estresse
celular, inflamacao, morte celular e fibrose (Neuschwander-Tetri, 2017). Assim a
principal caracteristica da MAFLD é a esteatose, mas a doenca também engloba a
esteatohepatite associada ao metabolismo que é caracterizada por inflamagdo
hepatica, dano tecidual e fibrose (Ipsen; Lykkesfeldt;, Tveden-Nyborg, 2018). A
esteatohepatite associada ao metabolismo pode evoluir para cirrose e
desenvolvimento de carcinomahepatocelular (Rinella,2015; Schneier; Citti; Dieterich,
2015). Apesar da alta prevalénciade MAFLD, somente uma pequena propor¢ao dos
pacientes desenvolvem esteatohepatite associada ao metabolismo com consequente
aumento do risco de fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular (Fig. 2) (Buzzetti;
Pinzani; Tsochatzis, 2016).
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Figura 2. Espectro da doenga hepatica gordurosa associada a disfungdo metabdlica

Fonte: adaptado e criado em BioRender.com

Para o estudo dos mecanismos moleculares relacionados ao desenvolvimento
da MAFLD os modelos animais sao ferramentas indispensaveis, embora o modelo
ideal que mimetize todas as caracteristicas da MAFLD humana néo exista, varios
modelos combinando intervengcBes dietéticas, manipulacdes genéticas e
administracdo de substancias quimicas sao op¢des bastante viaveis. Um dos modelos
mais utilizados € o da dieta hiperlipidica, o qual consiste na oferta de uma dieta
constituidade 45% a 75% de gordura e pode levar ao desenvolvimento de sindrome
metabdlica, esteatose hepatica e esteatohepatite em animais experimentais (Flessa
et al., 2022).

Como visto acima o desenvolvimento da MAFLD tem relacédo direta com a
obesidade e suas comorbidades, mas recentemente alguns trabalhos tém
demonstrado que a exposicdo a pesticidas também pode influenciar o
desenvolvimento e a progressao da doenca. Um estudo realizado em pacientes com
esteatohepatite associada ao metabolismo demonstrou que tais pacientes
apresentavam maior concentracdo de glifosato excretado na urina quando
comparados aos pacientes sem essa condicdo. Outro achado da pesquisa foi um
aumento dose-dependente na exposicéo ao glifosato nos estagios de esteatohepatite
com fibrose (Mills; Caussy; Loomba, 2020). Ratos Wistar expostos a determinada
formulacéo comercial de glifosato durante 15 dias navida adulta (100 e 250 mg/kg/PC)
desenvolveram inflamacao e esteatose no figado (Pandey; Dhabade; Kumarasamy,
2019). Camundongos C57BI6 expostos ao glifosato e a uma dieta ocidental (30% de

gordura, 20% de sacarose) por 6 meses, apresentaram, na dose de 50 mg/kg,
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aumento dos niveis de marcadores inflamatorios (TNF-a, IL-6) e da peroxidacao
lipidica no figado e no tecido adiposo. Além disso, resultou na regulacéo positiva de
genes associados ao estresse oxidativo e a inflamacdo, enquanto regulou
negativamente genes-chave relacionados ao ciclo celular (Romualdo et al., 2023). A
exposicdo a 0,5% de glifosato ou ROUNDUP durante a gestacdo causou danos ao
metabolismo lipidico e esteatose hepética na prole no PND7 e PND21 (Ren et al.,
2019).
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4. METODO

4.1 Exposicao ao glifosato durante periodo de prenhez e lactagéo

4.1.1 Animais e cruzamentos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana.
Camundongos machos e fémeas da linhagem C57BI/6 (com idade entre 60 e 90 dias,
pesando entre 20 e 25¢g) foram alojados sob condi¢des controladas de temperatura
(28 = 2 °C) e luminosidade (12 horas de escuro/12 horas de luz). Os animais foram
alimentados com racao padrdo para roedores (Supralab, Brasil) e agua purificada ad
libitum. Ap6s um periodo de aclimatacdo de 7 dias, duas fémeas receptivas foram
colocadas em uma gaiola com um macho adulto sexualmente ativo durante o periodo
escuro (19h - 7h) para acasalamento. Esfregacos vaginais foram coletados na manha
seguinte de ambas as fémeas, e a gravidez foi confirmada pela presenca de
espermatozéides no esfregaco ou quando a fémea permaneceu na fase de diestro do

ciclo estral por quatro dias.

4.1.2 Grupos Maternos e Exposicao ao Glifosato

Uma vez confirmada a prenhez, as fémeas foram aleatoriamente divididas em
dois grupos experimentais: um grupo controle (CTRL, n = 11), que recebeu agua
filtrada durante a gestacéo (GD4 a GD21) e a lactac&o (30 dias) e um grupo exposto
ao glifosato (GBH, n = 9) que recebeu 0,5% de glifosato (Roundup Original DI®,
Monsanto, Brasil) na agua de beber (DARUICH; ZIRULNIK; GIMENEZ, 2001;
TELEKEN et al., 2020) durante o mesmo periodo. O herbicida a base de glifosato
(HBG) utilizado neste estudo € uma formulacdo comercializada no Brasil como
Roundup Original DI® (Monsanto, S&o Paulo, SP, BRA). Esta formulagéo contém 445
g/L de sal de diaménio do N-fosfonometilglicina (44,5% m/v) (equivalente a 370 g/L
(37,0% miv) de &cido glifosato). A dose de glifosato determinada para este estudo
(0,5%) é equivalente a 1,85 mg/ml. Considerando que o peso corporal médio dos
animais no grupo HBG foi de aproximadamente 22g e a ingestdo média de agua foi

de 5 ml/dia, estima-se que a dose administrada foi de 420 mg/kg.
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4.1.3 Grupos da prole

O nascimento da prole (F1) foi considerado como dia pos-natal (PND) O e o
desmame ocorreu no PND30. Do PND60 ao PND150, a prole foi alimentadacom uma
dieta hiperlipidica (DH), formando assim dois grupos experimentais (denominados de
acordo com o tratamento administrado as maes): CTRL-DH-F1 e HBG-DH-F1. Todos
0S animais receberam agua purificada ad libitum até o PND150, quando foram
eutanasiados. O peso corporal e a ingestao alimentar foram avaliados semanalmente
(do PND60 ao PND150).

4.1.4 Composic¢ao da dieta

A racéo padréao para roedores foi obtida da Supralab Brasil, e apresentava a
seguinte composicao: 70% de carboidratos, 20% de proteinas e 10% de lipidios, com
densidade energética de 3,8 Kcal/g. A DH foi composta por amido (29,95%), caseina
(14%), sacarose (12%), 6leo de soja (4%), celulose microcristalina (5%), mistura
mineral AIN 93 M (3,5%), mistura vitaminica AIN 93 M (1%), L-cistina (0,3%),
bitartarato de colina (0,25%) e banha de porco (30%), apresentando densidade

energética de 5,35 Kcal/g.

4.1.5 Teste de tolerancia a glicose e a insulina

No PND143, os camundongos F1 foram submetidos a um jejum de 8 horas e,
na manha seguinte, foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose. O sangue foi
coletado da cauda para verificar a glicemia de jejum (tempo 0) utilizando um
glicosimetro e tiras reagentes (G-Tech Free®, SD Biosensor, Coreia). Apés a
administracdo oral de glicose (1,5 g/kg) por gavagem, a glicemia foi verificada
novamente aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.

O teste de tolerancia a insulinafoi realizado no PND145. Apés um jejum de 2
horas (das 7h as 9h), o sanguefoi coletado da cauda para verificar a glicemiade jejum
(tempo 0). Insulina regular (Novolin®) foi administrada intraperitonealmente (0,75

Ul/kg) e a glicemiafoi verificada novamente aos 3, 6, 9, 12, 15 e 18 minutos. Para a
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analise estatistica, foram utilizados os valores absolutos da glicemia. Para o calculo
do KITT, os dados foram transformados logaritmicamente em logaritmo natural de Y
(Y=Ln(Y)), seguido de uma regresséo linear. Ainclinacdo das curvas foi utilizada para

verificar a sensibilidade a insulina nos grupos experimentais.

4.1.6 Eutanéasia

A glicemia foi verificadano PND150 apés um jejum de 8 horas (G-Tech Free®,
SD Biosensor, Coreia). Os camundongos foram pesados e anestesiados com xilazina
(9 mg/kg) (Anasedan®, Vetbrands, Brasil) e cetamina (90 mg/kg) (Dopalen®,
Vetbrands, Brasil). Apos a auséncia do reflexo cutaneo foi medida a distancia naso-
anal e o sangue foi coletado por puncdo cardiaca, utilizando uma seringa
heparinizada. O sangue foi transferido para um tubo, centrifugado (12.600 g, 10
minutos, 4 °C) e o plasma foi armazenado a -80 °C para dosagem de insulina, por
radioimunoensaio. Posteriormente, foi executada laparotomia para extracdo e
pesagem do tecido adiposo retroperitoneal branco, do tecido adiposo perigonadal e

do figado.

4.1.7 indice HOMA-IR, HOMA-Beta e histopatologia hepética

A resisténcia a insulina e a fungao das células 3 foram avaliadas utilizando o
modelo de avaliacdo da homeostase (HOMA - IR e B, respectivamente). Para isso,
foram utilizados os valores de insulina de jejum (pU/L) e glicemia (mmol/L). Um
fragmento do lobo hepatico direito foi coletado de cada camundongo F1, em corte
transversal do centro em direcdo a margem do érgao. As amostras foram fixadas em
solucéo de formol de Carson (Formaldeido 37% p/v (10%), metanol (1,5%) e PBS, pH
74 (88,5%)) por 24 horas, em seguida lavadas em &gua corrente, antes da
desidratagcdo em concentracdes crescentes de alcool. As amostras foram entdo
diafanizadas emxilol e incluidas em Paraplast® (Sigma Co, St Louis, MO). Cortes de
5 ym de espessura foram obtidos utilizando um micrétomo rotatério manual (Olympus
4060), equipado com uma faca de ago. As secdes foram coradas com hematoxilina-
eosina (HE) para analise de esteatose hepéatica (KLEINER et al., 2005) e com tricrémio

de Mallory para identificagdo de fibras colagenas. As imagens foram analisadas
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utilizando um microscopio optico (Olympus BX61) equipado com uma camera digital
(Olympus DP71) e o software DP Controller 3.2.1.276.

4.1.8 Analise de dados e estatistica

Os dados sé@o apresentados como médias £ erros padrdo da média. O teste de
Shapiro-Wilk foi utilizado para analise de normalidade. Os dados paramétricos foram
analisados utilizando o teste t de Student e os dados nado paramétricos foram
analisados utilizando o teste de Mann-Whithey. O nivel de significancia foi
estabelecido em p <0,05 e as analises foram realizadas utilizando o programa
estatistico GraphPad Prism versdo 8.0 (GraphPad Software ©) e o programa
estatistico R (R Coreteam, 2015).

4.2 Exposicao a atrazina durante a puberdade

4.2.1 Animais e delineamento experimental

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UNIOESTE. Camundongos machos e fémeas C57BI/6
de 21 dias de idade foram obtidos do Biotério Central da UNIOESTE e alojados no
biotério setorial do Laboratério de Fisiologia Enddcrina e Metabolismo sob condicfes
controladas (25 + 2 °C) em um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas das 7:00
as 19:00).

Do PND30ao PND60,0s camundongos machos e fémeas receberam gavagem
oral diaria de agua destilada (veiculo; grupo controle - CTL, n = 6 por sexo de 6
ninhadas) ou 5 mg/kg de Proof®, um herbicida a base de ATZ (grupo ATZ, n = 6 por
sexo de 6 ninhadas). O herbicidaa base de ATZ, fornecido pela Syngenta (Séao Paulo,
SP, BRA), contém 500 g/L de ATZ. Durante esse tempo, ambos os camundongos
expostos ao CTL e ao ATZ foram alimentados com uma dieta padréo fornecendo 3,6
kcal/g (com a seguinte distribuicdo de macronutrientes: 9,9% de gordura, 65,9% de
carboidrato e 24,1% de proteina; Nuvilab CR1, Quimtia, Colombo, PR, Brasil) e
tiveram acesso ad libitum a aguafiltrada. A dose de herbicida a base de ATZ usada

€ 20 vezes menor que o NOAEL da exposicdo de camundongos a via oral (EPA,
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2018), também é semelhante a relatos recentes (Cook et al., 2019; Harper et al.,
2020).
s

4.2.2 Dieta Hiperlipidica

Do PND60 ao PND150, as fémeas e os machos CTL e ATZ receberam uma
DH (grupos CTL-HFD e ATZ-HFD, respectivamente) e beberam agua filtrada ad
libitum. A DH forneceu 6,2 kcal/g, com distribuicdo de macronutrientes: 40% de
gordura, 33% de carboidrato e 27% de proteina. Esta dieta foi preparada em
laboratério pela mistura de banha (composta predominantemente por acidos graxos
saturados; Aurora, Chapecd, SC, BRA), dieta padrao triturada Nuvilab CR1 (Quimtia
S. A, Colombo, PR, BRA), suplementada com 6leo de soja (Soya, Sao Paulo, SP,
BRA) e caseina (PragSolucbes, Jau, SP, BRA) para corrigir o teor de acidos graxos

essenciais e proteinas, respectivamente.

4.2.3 Peso corporal, consumo e eficiéncia alimentar

O PC e o consumo alimentar dos camundongos foram avaliados
semanalmente. A eficiénciaalimentardurante aexposi¢éo ao herbicida a base de ATZ
(PND30aPND60) ou o periodo de dieta hiperlipidica (PND60a PND150) foi calculada
como a relacédo entre o ganho total de peso corporal (peso final - peso inicial) e 0

consumo alimentar total no mesmo periodo (Santos et al., 2019).

4.2.4 Teste oral de tolerancia a glicose e tolerancia a insulina

Durante a Gltima semana do periodo experimental, todos os camundongos
machos e fémeas CTL-HFD e ATZ-HFD foram submetidos a um jejum de 12 horas.
Amostras de sangue foram coletadas da ponta da cauda para medir os niveis basais
de glicose no sangue (tempo 0) utilizando um glicosimetro (Accu-Chek® Active,
Roche, Alemanha). Em seguida, os camundongos receberam 1,5 g de glicose/kg de
peso corporal por gavagem oral, e 0s niveis de glicose no sangue foram medidos 15,
30, 60, 90 e 120 minutos apds a gavagem.

O teste de tolerancia a insulina foi realizado dois dias apds o teste oral de

tolerancia a glicose. Todos os grupos de camundongos foram submetidos a um jejum
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de 2 horas antes do teste. Os niveis basais de glicose no sangue (tempo 0) foram
medidos usando um glicosimetro (Accu-Chek® Active, Roche, Alemanha).
Posteriormente, 0,75 Ul de insulina regular humana/kg de peso corporal (Humulin R,
Eli Lilly, Indianapolis, EUA) foi administrada intraperitonealmente, e os niveis de

glicose no sangue foram registrados 3, 6, 9, 12 e 15 minutos apos a injecao.

4.2.5 Parametros biométricos e bioquimicos plasmaticos

Na ultima semana do periodo experimental, 0 sangue foi coletado da ponta da
cauda de todos os camundongos machos e fémeas em estado alimentado para
obtencdo de plasma para analise bioquimica. Ao final do periodo experimental
(PND150), apés um jejum de 8 horas, os camundongos foram pesados e o0
comprimento naso-anal foi medido. Posteriormente, os camundongos foram
anestesiados com xilazina (10 mg/kg de peso corporal; Anasedan®, Vetbrands, Brasil)
e cetamina (100 mg/kg de peso corporal; Dopalen®, Vetbrands, Brasil) e, em seguida,
decapitados. O indice de Lee, um indice de massa corporal para roedores, foi
calculado usando a seguinte férmula:

indice de Lee = Peso corporal (g) / Comprimento naso-anal (cm)

O sangue total foi coletado em microtubos heparinizados, centrifugados a
12.000 rpm e o plasma foi armazenado a -20°C. Os niveis de insulina alimentada e de
jejum foram medidos usando umkit de ensaio ELISA (cat. no. EZRMI-13K, Merck, MA,
EUA). Triglicerideos alimentados e de jejum (cat. no. K117, Bioclin Quimica Basica
Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) e colesterol total (cat. no. K083, Bioclin Quimica
Basica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) foram medidos usando kits colorimétricos
enzimaticos. Além disso, foi realizada laparotomia através da qual figado, tecido

adiposo retroperitoneal e perigonadal foram removidos e pesados.

4.2.6 Composi¢cao da massa corporal

A extracdo de gordura da carcaca foi realizada conforme descrito por Rosolen
et al. (2024). Ap6s a eutandsia, todos os Orgdos toracicos e abdominais foram
removidos, acarcaca de cada camundongofoi pesada para obtencéo do peso umido,
em seguida, armazenada a -20°C. Para a extracao lipidica total, as carcacas foram

desidratadas a 60°C por 72 horas e posteriormente submetidas a extragdo de gordura
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usando éter de petréleo em um extrator Soxhleta 60°C por 3 horas. A quantidade de
lipidios extraidos foi expressa como porcentagem do peso da carcaca multiplicando-
se 0 peso total da gordura por 100 e dividindo-se pelo peso da carcaca. A
porcentagem de massa corporal magra foi obtida subtraindo o peso da gordura,

multiplicando por 100 e dividindo pelo peso da carcaca.

4.2.7 Histomorfometria do TAB perigonadal

O TAB perigonadal foi fixado em solucdo de formaldeido de Carson por 48
horas. Posteriormente, os tecidos foram desidratados em é&lcool, clareados em xileno,
e embebidos em Paraplast® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para obtencéo de
cortes de 5 um de espessura, os quais foram corados com hematoxilina-eosina (HE).
Na morfometria, foram registrados 6 campos para pelo menos 2 sec¢des por TAV de
cada camundongo utilizando um microscopio 6ptico acoplado a uma camera digital
(AxioCam ERc 5s, Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha). O diametro de todos os
adipocitos em cada campo foi medido manualmente utilizando a ferramenta de linha

do software gratuito Image J (https://imagej.nih.gov/ifjdownload.html). Os nimeros de

pixels foram convertidos automaticamente em micrémetros (um) usando a calibracéo
do software com uma lamina de escala padréo 20.

4.2.8 Extracao e quantificacdo de lipidios hepéticos

Fragmentos de 100 mg dos figados de todos os grupos CTL-HFD e ATZ-HFD
fémeas e machos foram coletados, e os lipidios totais foram extraidos usando uma
proporcdo de 2:1 de cloroférmio/metanol 21. O extrato foi filtrado, em seguida
evaporado a temperatura ambiente e diluido em isopropanol para medicédo de TG e

COL total, conforme descrito acima.

4.2.9 Histopatologia hepatica

Fragmentos de figado de 100 mg foram coletados de todos os grupos de
camundongos fémeas e machos, e fixados em solucéo de formaldeido de Carson por
48 horas. As amostras foram entdo desidratadas, clareadas e embebidas em

Paraplast®. Seccbes de 5 pm de espessura foram obtidas, desparafinadas,
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reidratadas e coradas com HE. Para analise histopatologica hepéatica, duas seccoes
do figado de cada camundongo coradas com HE foram selecionadas aleatoriamente
e, em cada secdo, 16 campos aleatorios foram fotografados com ampliacdo de 1000x
usando um microscopio éptico acoplado a uma camera digital (AxioCam ERc 5s, Carl
Zeiss,s Gottingen, Alemanha). A avaliacdo do escore de esteatose hepatica foi
baseada no método relatado por Kleiner et al. (2005). Usando o software ImageJ

(https://imagej.nih.gov/ijjdownload.html), o namero total de hepatocitos por imagem

histoldgica (campo) e o namero de hepatocitos com inclusdes lipidicas por campo
foram contados manualmente. Esses parametros foram usados para obter a
porcentagem de esteatose hepatica por campo. As porcentagens da area total afetada
por esteatose hepatica foram categorizadas da seguinte forma: escore 0 (sem
esteatose, <6% dos hepatdécitos afetados), escore 1 (esteatose leve, 5% a 33%),
escore 2 (esteatose moderada, 34% a 66%) e escore 3 (esteatose grave, >66%). Além
disso, o namero de néao-hepatdcitos por campo (incluindo células inflamatorias,
endoteliais, Kupffer e ductais) foi contado para obter a razdo hepatocitos/néo-

hepatdcitos por campo analisado.

4.2.10 PCR quantitativo em tempo real

Fragmentos de 50 mg de TAB perigonadal e figado de camundongos fémeas
e machos ATZ-HFD e CTL-HFD foram utilizados para extragdo de RNA com um kit de
purificacdo de RNAtotal (cat. no. DPK-108L, Cellco Biotech do Brasil, S&o Carlos, SP,
Brasil). Apés a extracdo total do RNA, observou-se que uma amostra de cada grupo
nao apresentou concentracdo e integridade adequadas e, portanto, ndo péde ser
utilizada nos experimentos de expressdo génica, resultando em um total de 5
amostras por grupo e por sexo. Em seguida, foi realizada a transcricao reversa do
MRNA usandoumkitde sintese de cDNA (cat. no. PRT-110L, Cellco Biotech do Brasil,
S&o Carlos, SP, Brasil). Para analise da expressdo de mRNA, 20 ng de cDNA foram
analisados em duplicata misturando-se com Sybr Green gPCR Master Mix (Cat. No.
PCK-106L, Cellco Biotech, Sao Carlos, SP, Brasil) e 10 uM de cada primer forward e
reverse. A amplificacdo foi detectada através do sistema AriaMx Real-Time PCR
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). As sequéncias de primers utilizadas
para expressao génica foram adquiridas do fabricante (Exxtend Biotecnologia Ltda.,
Paulinia, SP, Brasil). Os niveis de mRNA foram determinados pelo método 2-AACT,
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e a expressao relativa de mMRNA de cada genealvo foi normalizada para a da proteina
ribossomal L32 (Rpl32).

4.2.11 Analise Estatistica

Os resultados séo apresentados como médias + erro padrao da média (SEM).
A anédlise de dados foi realizada usando o GraphPad Prism versdo 9.0 para Windows
(GraphPad Software ©, La Jolla, CA, EUA). Primeiramente, os dados foram
analisados quanto a distribuicdo de normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk e,
em seguida, submetidos a testes nédo pareados paramétricos (teste t de Student) ou
néo paramétricos (teste de Mann-Whitney U). O nivel de significaAncia foi estabelecido
em p < 0,05.

4.3 Analise datoxicidade do glifosato isolado e de formulagcdo comercial em
células Hep-G2

4.3.1 Cultura de células e tratamentos

Células HepG2 obtidas do DSMZ - Colegdo Alema de Microrganismos e
Culturas Celulares, foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
FBS, 1% de penicilina/estreptomicina e incubadas a 37°C em atmosfera umidificada
(95% de ar, 5% de CO2 viv). Os experimentos utilizaram N-(fosfonometil)glicina
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e a formulagdo comercial Roundup® Original DI
(Monsanto, Brasil) contendo 445 g/L de sal de diamonio de N-fosfonometilglicina,
correspondendo a 370 g/L (37,0% m/v) de glifosato. Ambas as solu¢bes foram

preparadas usando agua destilada.
4.3.2 Ensaio de citotoxicidade
Células HepG2 foram semeadas em densidade de 2.104 células/poco em

placas de 96 pocos em 200 yL de meio RPMI (200 uL/pogo). Apds 24 horas de

incubacédo a 37°C e 5% de CO2, o meio de cultura foi substituido por meio fresco



41

contendo glifosato ou GBH para obter a concentracéo final de 1, 10, 100 ou 500 ppm,
e incubadas por 24 horas. Agua foi usada como controle. O experimento foi realizado
em triplicata. A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio MTT realizado
conforme as instrucdes do fabricante (MTT Abcam: ab211091; Abcam, Cambridge,
Reino Unido). A absorbancia foi medida usando um leitor de microplacas CLARIOstar
(BMG LABTECH, Ortenberg, Alemanha).

4.3.3 Avaliacéo da producéo de H202 mitocondrial

Estabelecemos uma expresséao estavel de mito-Hyper7 em células HepG2 por
meio de transducédo com lentivirus. Hyper7 € um indicador ultrassensivel e pH estavel
para medir concentracdes ultrabaixas de H202 (Pak et al., 2020). Os niveis de H20>
foram medidos nessas células durante a exposicdo a 100 ppm de GBH ou GLY
usando um leitor de microplacas CLARIOstar, a agua foi usada como controle. O
experimento foi conduzido a 37 °C sob atmosfera controlada contendo 5% de CO2. A
ventilacdo foi deixada aberta para permitir a livre difusdo de O2 para o sistema. A
emissao do Hyper7 mitocondrial foi detectada ap0ds excitacdo a 400 nm e medigéo de
emissao a 500 nm. A razdo de intensidade de fluorescéncia (400/500 nm) foi calculada

e plotada em func¢éo do tempo usando o software GraphPad Prism.

4.3.4 Sequenciamento de RNA

O RNA total foi isolado de células HepG2 apds tratamento com 100 ppm de
glifosato ou GBH por 24 horas. As amostras de RNA foram diluidas em agua livre de
RNase e 5 ul das amostras de RNA foram enviadas para sequenciamento, que foi
realizado pela Novogene (Novogene GmbH, Cambridge, Reino Unido). A quantidade
e a qualidade das amostras de RNA foram avaliadas usando os seguintes métodos:
controle de qualidade preliminar realizado com eletroforese em gel de agarose a 1%,
para testar a degradacao do RNA e possivel contaminacgéo, a pureza e a quantificacdo
preliminar das amostras foram medidas usando o Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, EUA), sendo também utilizado para verificar a integridade do RNA e a
quantificacéo final; para o preparo da biblioteca utilizamos o Novogene NGS RNA
Library Prep Set (PT042) e o mRNA presente naamostra total de RNAfoiisolado com
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esferas magnéticas de oligos d(T)25. Este método é conhecido como enriquecimento
de mRNA com cauda poliA. Posteriormente, o mRNA foi fragmentado aleatoriamente
e a sintese de cDNA prosseguiu usando hexameros aleatérios e a enzima
transcriptase reversa. Uma vez finalizada a sintese da primeira cadeia, a segunda
cadeia é sintetizada com a adicdo de um tampéao Illumina (preparacéo de biblioteca
néo direcional). Com isso e juntamente com a presenca de dNTPs, RNase H e
polimerase | de E. Coli, a segunda cadeia sera obtida por traducdo de Nick. Os
produtos resultantes passam por purificacdo, reparo de extremidades, cauda-A e
ligacdo de adaptadores. Fragmentos do tamanho apropriado sdo enriquecidos por
PCR, ondeprimers P5 e P7 indexados saointroduzidos, e os produtos séo purificados.
A biblioteca foi verificada com Qubit 2.0 e PCR em tempo real para quantificacdo e
bioanalizador Agilent 2100 para detec¢cao da distribuicdo do tamanho. As bibliotecas
guantificadas foram agrupadas e sequenciadas na plataforma lllumina Novaseq X, de
acordo com a concentracéo efetiva da biblioteca e a quantidade de dados usando a

estratégia de leitura pareada 150 (PE150).

4.3.5 Western blotting

A expressdo proteica de marcadores de estresse de reticulo e estresse
oxidativo foi avaliada por Western blotting. Células HepG2 foram semeadas em
densidade de 7,5x10° células por poco em placas de 6 pogos contendo 2 mL de meio
RPMI. No dia seguinte, meio fresco com glifosato ou Roundup foi adicionado para
atingir a concentracao final de 100 ppm. ApGs 24 horas de incubacao, a extracao de
proteina foi realizada raspando as células com DPBS frio seguido da adi¢do de
tampédo de lise contendo inibidores de protease. A concentragdo de proteina foi
determinada usando o ensaio de Bradford. Os extratos totais de proteina foram
separados por SDS-PAGE e transferidos para membranas de nitrocelulose. As
membranas foram incubadas com anticorpos especificos contra BiP, elF2alfa e

PRDX3. Anti-a-tubulina foi usado como controle interno.

4.3.6 Anélise estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrdao da média (SEM). A

analise estatistica foi realizada usando analise de variancia de uma via (ANOVA),
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seguida pelo teste pés-hoc de Tukey para multiplas comparacdes. O nivel de
significancia foi definido em p < 0,05. As analises foram realizadas utilizando o
GraphPad Prism versdo 9.4 (GraphPad Software®©).
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5.1 Glyphosate exposure during pregnancy and lactation changes body
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6. CONCLUSOES GERAIS

Nossas analises demonstraram os efeitos dos herbicidas a base de glifosato e
atrazina sobre o metabolismo, a analise conjunta dos dados demonstra que os HBG
e HBA exibem potencial para agir como desreguladores endocrinos e obeségenos,
respectivamente. Nossos resultados revelam a complexidade dos efeitos decorrentes
da exposicdo a essas substancias, especialmente em periodos criticos do
desenvolvimento, como a prenhez, lactacdo e puberdade, e ressaltam a importancia
de pesquisas para compreender os diferentes efeitos entre machos e fémeas. Essa
complexidade reforca a necessidade de pesquisas mais aprofundadas que
considerem essas particularidades, a fim de melhor compreender os mecanismos
envolvidos e 0s potenciais impactos a longo prazo. Adicionalmente, fornecemos
evidéncias de que a formulacdo comercial & base de glifosato apresenta maior
toxicidade em comparacgéo com o principio ativo isolado. Esses dados se alinhamcom
um crescente corpo de evidéncias na literatura, que apontam para 0 mesmo sentido,
e pressionam as agénciasreguladorasarevisarem as leisde confidencialidade destas
formulagdes. E crucial que todos os ingredientes destas misturas sejam testados em
estudos de toxicidade abrangentes, a fim de garantir a seguranca da populacéo e do
meio ambiente. Assim, esperamos que este estudo contribua para o avanco do
conhecimento sobre os riscos associados a exposicdo a herbicidas, e que sirva de

alerta para a necessidade de um uso mais seguro e controlado de pesticidas na
agricultura e em outros setores.
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Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Efeito da exposigéo perinatal ao glifosato em
camundongos fémeas sobre a homeostase glicémica e hepatica da prole
adulta”, sob vossa coordenagéo, foi avaliade pelo CEUA como
APROVADO para execugéo.

ATENCAQ!

O Certificado Expérimental deste Protocolo, somente serd emitido
apos o encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado

Experimental.
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Unmiversidade Estoddual do Deste do Parani

Pro-Reiterie de Proguisa ¢ Pos-Graduagdo
Comitd de Efica ne Use de Animais - CELA

Autorizacéao

0 Protocolo n® 14-21 infilulado “Efeitos da exposigdo peripuberal
ao herbicida Afrazina sobwe a homeostase glicemica e lipidica em
camundongos obesos pela dieta hiperlipidica”, sob a responsabilidade
de Maria Lucia Bonfleur que envolve a produgde, manutengdo ou utlizagio
de animais pertencentes ao filo Chondafa, subfilo Verebralz, para fins de
pesquisa cientifica encontra-se Aprovado para execugdo, estd de acorde
com as Momas editadas pelc Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica ne
Uso de Animais (CEUA) do UMIOESTE em reuniao de 11/08/2021. Essa
Autorizagdo ndo substitui o Certificado Experimental de realizagdo &tica da
pesquisa, necessitando do encaminhamento do Relatdno Final de execugao

do Projeto para sua emiss3o.

FINALIDADE Pesqlisa Clentica

Vigencia da autorizaco D1ADE/2021 - 31122023

Espédefinhagemiraca M5 musCLILS SCamUNdongos/ Linhagem C5TELE
M. g animals 160

Peso/idade Mg

Sexn B0 Machos + 80 Fémeas

Origam Bioterio Central &3 UNIDESTE.

Cascawel, 30/62021.
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