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RESUMO

Os herbicidas a base de glifosato sdo os agrotoxicos mais utilizados,
principalmente devido ao uso no plantio de graos geneticamente modificados. Estudos
indicam que a exposi¢do ao glifosato pode resultar em riscos imediatos e tardios a
salude humana; entretanto, os efeitos biologicos decorrentes da exposicdo a esse
agrotoxico ainda sado pouco caracterizados. O sistema nervoso central € o mais
complexo sistema de mamiferos e pode ser afetado pela exposicdo continua a
agentes toxicos como o glifosato. A exposi¢éo ao glifosato pode ser um fator de risco
para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, contudo os mecanismos de
acado pelos quais o0 herbicida exerce seus efeitos neurotoxicos ainda ndo estédo
totalmente elucidados. Sendo assim, o0 objetivo desse trabalho foi investigar
alteracBes bioquimicas no liquido cefalorraquidiano e em fatias cerebrais de ratos
Wistar expostos agudamente ao glifosato, bem como desenvolver e validar um
método bioanalitico para quantificacao de glifosato e seu principal metabdlito, o acido
aminometilfosfénico (AMPA), no liquido cefalorraquidiano por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccéo por fluorescéncia. Os resultados sugerem alteragdes no
metabolismo de aminoacidos no cérebro e o estabelecimento de um quadro de
excitotoxicidade glutamatérgica. O método bioanalitco foi desenvolvido e parcialmente
validado, demonstrando ser linear, sensivel e preciso. Este estudo é essencial para a
elucidacdo dos mecanismos neurotéxicos do glifosato, bem como para fundamentar

a necessidade da diminuicdo do uso excessivo de agrotoxicos.

Palavras-chave: Glifosato. Neurotoxicidade. Astrdcitos. Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia.



ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides are the most widely used pesticides, mainly due
to their use in genetically modified crops. Several studies have shown that glyphosate
exposure can result in immediate and late risks to human health. However, the
biological effects due to the pesticide exposure are still poorly characterized. The
central nervous system is the most complex mammalian system and can be affected
by prolonged exposure to toxic agents such as glyphosate. Glyphosate exposure may
be a risk factor for neurodegenerative diseases, but how the herbicide exerts its
neurotoxic effects is not yet fully understood. Therefore, the aim of this study was to
investigate alterations of biochemical parameters associated with acute exposure to
glyphosate in cerebrospinal fluid and brain slices of Wistar rats, as well as the
development and validation of a bioanalytical method for quantification of glyphosate
and its main metabolite aminomethylphosphonic acid (AMPA) in cerebrospinal fluid by
high performance liquid chromatography with fluorescence detection. Our results
suggest changes in amino acid metabolism in the brain, as well as the onset of
glutamate excitotoxicity. The bioanalytical method was partially validated and
demonstrated to be linear, sensitive and accurate. This study is essential to elucidate
the factors involved with glyphosate neurotoxicity, and also for supporting the need to

reduce the use of pesticides.

Keywords: Glyphosate. Neurotoxicity. Astrocytes. High Performance Liquid
Chromatography.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica do herbicida glifosato .............cccccceeiiiiiiiiiiiis 15
Figura 2 - Mecanismo de agdo do glifosato nas plantas ............ccccccveeiiiiiiiiininiiiinnne 16
Figura 3 - Metabolizac&o do glifosato por microrganiSmos ..........cccoevvvvvviiiiieeeeeeeennnns 17
Figura 4 - Estrutura quimica do AMPA (acido aminometilfosfonico) ..............ccccceee. 17
Figura 5 — Representacdo da interacdo glia-neurbnio...........cccoeeeeevvvviiviiiiiiieeeeeeeennnns 24
Figura 6 — Desenho esquematico de uma sinapse glutamatérgica................cceeeeeins 26
Figura 7 — Unidade neurovascular da barreira hematoencefélica.............................. 28
Figura 8 — Proporcdes da barreira hematoencefalica............cccooeeeevviiiiiiiiiiiiieeceeeenns 28

Figura 9 — Propriedades relacionadas ao transporte molecular na barreira
NEMAtOENCETANICA ... . .eiiei e 29

Figura 10 - Locais de producao, circulacao e eliminacao do liquido cefalorraquidiano

L0 T o= =T o (o 30
Figura 11 — Diagrama esquematico de um sistema cromatografico CLAE ............... 33
Figura 12 — Reacéo de derivatizacdo do glifosato e AMPA utilizando FMOC-CI ..... 35

Figura 13 — Cromatograma representativo da separacao dos padrbes analiticos dos

aminoécidos por CLAE-FL conforme método proposto por Schmidt et al. (2009).....44

Figura 14 - Concentragdo dos aminoacidos alanina, isoleucina, triptofano e valina no

LCR de ratos expostos agudamente ao glifosato............ceuuveeiiiieieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeees 45

Figura 15 - Concentracdo dos aminoacidos glutamina, leucina, lisina, metionina e

fenilalanina no LCR de ratos expostos agudamente ao glifosato......................cco.. 46

Figura 16 - Concentracdo dos aminoacidos aspartato, glutamato e ornitina no LCR

de ratos expostos agudamente ao glifoSat0...........ceeevvveiiiiieeeiiieece e 47
Figura 17 — Via de sintese das poliaminas................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinees 50

Figura 18 - Concentracdo de albumina no LCR de ratos expostos agudamente ao
GHTOSALO ... 51

Figura 19 — Efeitos da exposi¢cdo aguda de ratos ao glifosato na captacéo de

glutamato no cértex, hipocampo € estriado.............ocevviiiiiiiieiiiei e, 53



Figura 20 — Imunoconteudo de GFAP nas regifes do cortex, hipocampo e estriado

de ratos expostos agudamente ao glifoSat0...........oeevvvvviiiiiiiiiiiii e 54

Figura 21 — Liberacdo do aminoacido glutamato pelo cortex, hipocampo e estriado

de ratos expostos agudamente ao glifosato............cceuvviiiiiiieeiiicicc e, 55

Figura 22 — Liberacdo do aminoacido aspartato pelo cortex, hipocampo e estriado de

ratos expostos agudamente a0 ghifoSato.........ccvvevviiiiiiiiiiiii e 55

Figura 23 — Liberacdo do aminoéacido ornitina pelo cortex, hipocampo e estriado de
ratos expostos agudamente a0 glifoSAtO .........vvveeiiiiiiiiiiii e 57

Figura 24 — Cromatograma representativo do controle sem adi¢ao dos analitos ..... 58

Figura 25 — Cromatograma representativo de amostras de LCR adicionadas de
glifosato (A) e AMPA (B) nas concentra¢cdes (ng/mL): 10 (preto), 20 (rosa), 40 (azul
claro), 120 (violeta), 200 (verde), 300 (azul marinho) e 500 (marrom)...................... 59

Figura 26 — Andlise de linearidade (A) e analise de residuos (B) do glifosato
derivatizado com FMOC-CI e analisado por CLAE-FL ..., 60

Figura 27 — Andlise de linearidade (A) e analise de residuos (B) do AMPA
derivatizado com FMOC-CI e analisado por CLAE-FL ..........cccovvviiiiiiiieieeeeeeeen, 61



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Andlise de variancia da regresséo das curvas de glifosato e AMPA........

Tabela 2 - Precisao (% CV) para a determinacao de glifosato e AMPA



AMPA
AMPAT
ATP
BHE
CLAE
CLAE-FL
CQA
CQB
CQM
cVv

DNA
EPSPS
FMOC-CI

HBSS
solution)

IDA
LCR
LMR
NMDA
OoDC
RNA
SNC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

acido aminometilfosfénico

receptor acido alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico
adenosina trifosfato

barreira hematoencefalica

cromatografia liquida de alta eficiéncia

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢éo por fluorescéncia
controle de qualidade alta

controle de qualidade baixa

controle de qualidade média

coeficiente de variacéo

acido desoxirribonucleico

enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase

cloroformiato de 9-fluorenilmetila

solugcédo salina balanceada de Hanks (do inglés Hank’s balanced salt

ingestao diaria aceitavel
liquido cefalorraquidiano
limite maximo de residuos
N-metil-D-aspartato
ornitina descarboxilase
acido ribonucleico

sistema nervoso central



SUMARIO

LR EI0] 510070 T 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 15
N R € I 1 © 157 1 15
P22 I AN o= Tod (0 T = ToT 0] o] 1o o 1 18
2.1.2 AvaliaCao tOXICOIOQICA. ......cceveeiiiiiii et 19
2.1.3 EXPOSICAO NUMANA .....uiiieeieieiiiiiii e e e e e e 21
2.2 SISTEMA NERVOSO CENTRAL. ..ot 23
2.2.1 Papel astroCitario N0 SNC.........oooiiiiiiiiiiiiie e 25
2.2.2 Barreira hematoencefaliCa............ccuvvveviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 27
2.3 NEUROTOXICIDADE DO GLIFOSATO ..cciiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 30
2.4 DETERMINACAO ANALITICA DE GLIFOSATO E AMPA POR CLAE-FL ..32
2.4.1 Consideracdes gerais sobre CLAE-FL........ccccccoeeiiiiiiiiiiieiee e, 32
2.4.2 Condicdes cromatografiCas ........ccoeeeeeeiiiiiiiiiii e 33
2.4.3 Determinacao de glifosato e AMPA em amostras biologicas................. 36
3 MATERIAIS E METODOS ...ttt 37
S.LANIMALS et e e e e e e e e e et aa e e e e e 37
B2 TRATAMENTO .o e e e e eaas 37
3.3 CAPTACAO DE GLUTAMATO ....viiviieiiiectece e, 38
SAWESTERN BLOT o e e e eans 38
3.5 DOSAGENS BIOQUIMICAS .......c.oiiueieeecee et 39
TS0 A AN 3¢ 11 o T=Tod T [0 1 39
G T2 Y | 18 {1 11 0= 39

3.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO PARA
DETERMINACAO DE GLIFOSATO E AMPA ... 40
3.6.1 Reagentes € PAAIDES. .......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiitiiibitiieiabbe bbb 40

3.6.2 Solucbes-estoque, padrdes de calibracao e padrdes de controle de

(0 [U = 1o F=To = PSPPI 40
3.6.3 Preparacao das @mMOSIIAS ............uuuuuuuiiriiuiiiiiiiiiiiiiiiiieieiineeeeneeeeeeene. 41
3.6.4 CondicBes CromatOgrafiCas ...............ueeeeeeeermmmumeeiriiiiiiiiiienieenenennen.. 41
3.6.5 Validagao dO MELOAOD .........ueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii b 42
3.6.5.1 LINCANUAUE ....cevvviiiiieee it 42

Bi0.5. 2 PrCISAD e ————— 42



3.7 ANALISE ESTATISTICA .. oottt ettt e e e erees 43

4 RESULTADOS E DISCUSSAD ..ottt 44
4.1 AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO NO LIiQUIDO
CEFALORRAQUIDIANOD ...ttt ettt e et 44
4.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO NO CORTEX,
HIPOCAMPO E ESTRIADO ..o ettt ettt 52
4.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO ....... 57
B CONCLUSAOD ..o e e, 65
B PE RS PE CTIVAS ..o ettt 66

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coouiitiieecteeeee ettt 67



14

1 INTRODUCAO

O glifosato é o principio ativo do agrotéxico Roundup®, o herbicida mais utilizado
no Brasil e no mundo, principalmente devido ao uso associado ao plantio de culturas
geneticamente modificadas. Os residuos de glifosato e acido aminometilfosfénico
(AMPA) - seu principal metabdlito ambiental - podem resultar em uma ampla gama de
riscos a saude humana, tendo em vista que a real exposi¢cao é pouco caracterizada e
0s impactos da ingestéo crénica sdo desconhecidos.

Até o momento, j& foi demonstrada a capacidade neurotoxica do glifosato, porém
esta permanece pouco compreendida. O sistema nervoso central (SNC) é o mais
complexo sistema de mamiferos, contando com varios tipos celulares que atuam em
conjunto na manutencdo das funcdes vitais. Aspectos cognitivos como
comportamento e memoria séo o resultado do esforco coletivo de neurénios e células
gliais - astrécitos, oligodendrécitos e microglia - e podem ser afetados pela exposicao
continua a agentes toxicos como o glifosato.

Estudos demonstram a capacidade neurotoxica do glifosato, entretanto a
toxicocinética deste herbicida no liquido cefalorraquidiano (LCR) ainda néo esta
determinada, especialmente em se tratando da administracdo da formulagéo
comercial do herbicida, questdo fundamental para compreender qual a dose mais
critica para o desencadeamento de eventos neurotdxicos e o0 tempo necessario para
que ocorram.

Assim, este trabalho tem como objetivo investigar o impacto central da ingestéo
de herbicida a base de glifosato através da analise de parametros bioquimicos em
ratos Wistar, bem como desenvolver e validar um método bioanalitico para a
guantificacdo de glifosato e AMPA no LCR de ratos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detecgéo por fluorescéncia (CLAE-FL).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GLIFOSATO

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina; CsHsNOsP) é um composto quimico
organofosforado analogo ao aminoacido natural glicina (Figura 1). E utilizado como
principio ativo de herbicidas sistémicos nao-seletivos de amplo espectro. Para
aumentar sua solubilidade, € geralmente formulado como sal de potassio, sodio,
amonio ou, mais comumente, sal de isopropilamina. Foi sintetizado em 1950 por Henri
Martin para uma companhia farmacéutica; entretanto, pela auséncia de finalidade
terapéutica foi vendido para outras empresas. Somente em 1970 sua fungdo como
herbicida foi descoberta por John Franz e introduzido no mercado em 1974 pela
empresa Monsanto sob o nome comercial de Roundup®, empregado como
dessecante agricola antes do plantio de culturas e no controle de plantas daninhas e
gramineas em ambientes agricolas, industriais, urbanos e florestais (BENBROOK,
2016; CUHRA, 2015).

Figura 1 — Estrutura quimica do herbicida glifosato.
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Fonte: BAl & OGBOURNE, 2016.

O glifosato é absorvido através das regides clorofiladas (folhas e tecidos verdes)
e transportado dentro da planta através do floema interrompendo seu metabolismo e
matando por agao sistémica (AMRHEIN et al., 1980). Sendo assim, os herbicidas a
base de glifosato sdo formulagbes com varios adjuvantes; em particular, surfactantes
como a taloamina polietoxilada (POEA) que aumentam a absorc¢ao e translocagao do
ingrediente ativo nas plantas (VAN BRUGGEN et al., 2018; MESNAGE, BERNAY &
SERALINI, 2013).
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O glifosato é um anélogo do estado de transicdo do fosfoenolpiruvato, um dos
substratos da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), pertencente
a via metabdlica do chiguimato nas plantas (Figura 2). A inibicdo da enzima EPSPS
leva ao bloqueio da sintese de corismato, precursor dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, triptofano e tirosina, os quais sdo fundamentais para a sintese de
proteinas e desempenham um papel importante na producdo de metabdlitos
secundarios (AMRHEIN et al., 1980; BAlI & OGBOURNE, 2016). Essa via de
biossintese de aminoacidos aromaticos ndo é expressa no reino animal, tornando
esse mecanismo de acao exclusivo das plantas (WILLIAMS, KROES & MUNRO,

2000).

Figura 2 - Mecanismo de acao do glifosato nas plantas.
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Fonte: DUKE & POWLES, 2008.

A degradacdo de pesticidas consiste em processos bioticos (degradacao
microbiana) e abidticos (fotodegradacdo e degradacdo quimica, por exemplo)
(BENTO et al.,, 2016). Uma vez aplicado, o glifosato pode sofrer mineralizagao,
imobilizag&o ou lixiviagdo (BAI & OGBOURNE, 2016). A principal via de degradacao
do glifosato € através da mineralizacdo por microrganismos de solo e agua, que
podem realizar a metabolizac&o por duas vias (Figura 3) (BENTO et al., 2016). Uma
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das vias forma o intermediario sarcosina - que se decompde facilmente e, assim, nao
é facilmente detectado no solo - e a outra leva a formacdo do AMPA (&cido
aminometilfosfonico; CHsNOsP), o principal produto de metabolizagéo do glifosato -
mais resistente a degradacdo, sendo que 70% do glifosato € convertido em AMPA
(BORGGAARD & GIMSING, 2008). A Figura 4 ilustra a representacdo quimica
estrutural da molécula de AMPA.

Figura 3 - Metabolizag&o do glifosato por microrganismos.
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Fonte: BORGGAARD & GIMSING, 2008.

Figura 4 - Estrutura quimica do AMPA (acido aminometilfosfonico).
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Fonte: BAl & OGBOURNE, 2016.

Tanto o glifosato quanto o AMPA podem ser relativamente persistentes no
ambiente, o que pode resultar em uma ampla gama de riscos ecoldgicos, tais como a

presenca de seus residuos no solo, na agua e em culturas apods a aplicacdo de
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glifosato a plantas daninhas, mesmo apoés o periodo de retencédo recomendado nas
culturas colhidas (BAI & OGBOURNE, 2016). O tempo de meia-vida do glifosato no
ambiente pode ser de até 197 dias. Ja& o AMPA é mais persistente, com meia-vida de
até 958 dias. O tempo de degradacéo depende, sobretudo, das condi¢cdes ambientais
e das propriedades do solo (BENTO et al., 2016).

A partir de 1996, as culturas geneticamente modificadas de soja, milho, canola
e algodao Roundup-Ready® resistentes ao glifosato foram aprovadas para
comercializacdo nos Estados Unidos (BENBROOK, 2016). Essas culturas tém o
genoma modificado através de processos de engenharia genética que as fazem
super-expressar a enzima EPSPS ou expressar variantes microbianas da enzima que
nao sao inibidas pelo glifosato (STEPHENSON & HARRIS, 2016; SWANSON et al.,
2014). Essa tecnologia tornou possivel utilizar o glifosato como um herbicida de pos-
emergéncia, estendendo o periodo de tempo durante o qual os herbicidas a base de
glifosato podem ser aplicados (BENBROOK, 2016).

2.1.1 Aspectos EconGmicos

Em 2000, a patente da Monsanto expirou e outras empresas passaram a utilizar
o glifosato como principio ativo dos herbicidas que ficaram popularmente conhecidos
como “mata-mato” (BENBROOK, 2016). A popularidade do glifosato gira em torno de
sua eficiéncia em matar ervas daninhas a baixo custo, rapida absorcéo pelas plantas,
lenta evolucdo da resisténcia ao composto quimico e a associacdo do uso com
culturas geneticamente modificadas (DUKE & POWLES, 2008).

Globalmente, o uso de glifosato aumentou cerca de quinze vezes desde a
introducdo das culturas Roundup-Ready®, de 51 milhdes de kg em 1995 para 747
milhdes de kg em 2014. No mesmo periodo, 0 uso nao-agricola aumentou de 16
milhdes de kg para 79 milhdes de kg (BENBROOK, 2016). Cultivos transgénicos
resistentes ao glifosato tém crescido amplamente desde 1996 e, em 2015, o cultivo
global atingiu 147,9 milhdes de hectares - um aumento de 200 vezes em relagao ao
nivel de 0,7 milhdo em 1996 (BENBROOK, 2016). O mercado global de glifosato foi
avaliado em US$ 7,24 bilhdes em 2017 e deve atingir US$ 10,88 bilh6es em 2024. Em
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termos de volume, o mercado mundial ficou em torno de 785.300 toneladas de
glifosato vendidas em 2017 (ZION MARKET RESEARCH, 2018).

No Brasil, 0 extenso uso de agrotéxicos é destinado a producdo agropecuaria
voltada para sua conversdo em commodities e agroenergia. Desde 2008 o pais é 0
lider mundial em uso de agrotoxicos, consumindo 20% do que € comercializado
mundialmente. Deste montante, 72% é voltado para apenas trés cultivos (soja, milho
e cana), sendo que a soja, sozinha, ocupa mais de 30 milhdes de hectares do solo
brasileiro, onde sao destinados metade do volume de agrotoxicos comercializados no
pais. Uma parte significativa desses cultivos sdo de sementes transgénicas tolerantes
ao glifosato, como por exemplo, 96,5% da producdo de soja e 88,4% de milho
(BOMBARDI, 2017).

2.1.2 Avaliacéo Toxicologica

Os efeitos nocivos do glifosato e do AMPA na qualidade do solo e da 4gua e na
saude animal, vegetal e humana passaram a chamar atencao nos ultimos anos devido
ao uso intensivo de herbicidas a base de glifosato e seu acimulo no ambiente e em
alimentos (VAN BRUGGEN, 2018). A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (IARC) avaliou o glifosato e seu potencial carcinogénico em 2015 e concluiu
ser “provavelmente carcinogénico para humanos (Grupo 2A)". Esta conclusao
baseou-se na avaliacdo de dados publicamente disponiveis, incluindo dados sobre o
ingrediente ativo, bem como sobre herbicidas formulados contendo glifosato (IARC,
2015).

Por outro lado, no mesmo ano a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar
(EFSA) reconheceu o glifosato como seguro quando usado nos niveis permitidos de
acordo com a legislacdo de cada pais (EFSA, 2015). Em 2016, a Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA), baseada na avaliacdo de estudos com animais
conduzidos pelas empresas registrantes, estudos epidemiolégicos publicados e banco
de dados de genotoxicidade sobre glifosato de grau analitico, concluiu que os
herbicidas a base de glifosato “ndo sdo provaveis carcinogénicos para humanos em

doses relevantes para avaliagao de risco a saude humana”. Essas doses, conforme
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discutido na avaliacdo da EPA, sdo baseadas em residuos de alimentos e bebidas
seguindo as aplicagdes legais (U.S. EPA, 2016). Outras agéncias na Unidao Europeia,
incluindo o Instituto Federal Aleméao para Avaliacdo de Risco (BfR), focaram os
estudos do ingrediente ativo, sem considerar a formulagdo completa dos herbicidas a
base de glifosato (GERMAN FEDERAL INSTITUTE FOR RISK ASSESSMENT, 2016;
VANDENBERG et al., 2016).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) terminou em
2018 a reavaliacdo do uso do glifosato que estava sendo conduzida desde 2008 e
abriu uma consulta publica para aprovacdo em 2019. A ANVISA concluiu que o
produto “ndo se enquadra nos critérios proibitivos previstos na legislagao pois nao foi
classificado como mutagénico, carcinogénico, téxico para a reproducéo, teratogénico,
entre outros”. A decisdo foi baseada em relatérios de agéncias reguladoras
internacionais e pareceres técnicos; entre eles, uma avaliacdo da presenca do
glifosato em 906 amostras de arroz, manga e uva (ANVISA, 2019). Tal amostragem

nao é significativa para uma avaliacdo da ingestao diaria total de glifosato.

Diferentes agéncias governamentais estabelecem seus niveis de ingestao diaria
aceitavel (IDA) para herbicidas como o glifosato em seus paises. A IDA definida pela
EPA nos Estados Unidos é de 1,75 mg de glifosato por quilograma de peso corporal
por dia (mg/kg p.c./dia) (U.S. EPA, 2016). O Grupo de Peritos em Residuos de
Agrotoxicos (JMPR) da Organizacdo das NacbGes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura e a Organizacdo Mundial da Saude, define uma IDA de 1 mg/kg p.c./dia
(JMPR, 2019). Na Unido Europeia, a EFSA define uma IDA ainda menor: 0,5 mg/kg
p.c./dia (EFSA, 2015). Recentemente no Brasil, a reavaliagéo toxicoldgica do glifosato
aberta para consulta publica visa aumentar a IDA de 0,042 mg/kg p.c./dia para 0,5
mg/kg p.c./dia (ANVISA, 2019).

Como observado anteriormente, o uso dos herbicidas a base de glifosato
aumentou significativamente nos ultimos 10 anos. A maioria dos estudos
considerados pelas agéncias reguladoras durante a avaliacdo desses agrotoxicos
concentrou-se apenas no principio ativo, e foi conduzida ha mais de 30 anos atras.
Na revisao de registros de herbicidas a base de glifosato de 1993 da EPA nos EUA,
por exemplo, 73% das quase 300 citacbes foram publicadas antes de 1985; mais
importante, apenas 11 foram revisados por pares. Considerando o aumento de 100

vezes no uso destes herbicidas nas ultimas quatro décadas, 0 aumento da exposi¢do
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humana é inevitavel (MYERS et al., 2016; U.S. EPA, 2016; VANDENBERG et al.,
2017).

Grande parte dos estudos em animais conduzidos por empresas registradoras e
dos estudos feitos pela academia realizaram tratamentos utilizando glifosato puro.
Assim, o0s principais parametros toxicoldgicos incorporados nas avaliacdes
regulatorias de risco a saude humana refletem riscos da exposi¢cao ao glifosato puro
na auséncia de adjuvantes quimicos. Os herbicidas formulados contém tipicamente
entre 2 e 60% de glifosato e uma fracdo de 1% a 25% de surfactantes e outros co-
formulantes (SWANSON et al., 2014). Sendo assim, as avaliagbes internacionais
podem estar subestimando a toxicidade do glifosato e sdo insuficientes para avaliar a

relevancia das exposi¢cées humana e ambiental (VANDENBERG et al., 2017).

2.1.3 Exposicdo Humana

Os limites maximos de residuos (LMR) determinados pelo Codex Alimentarius
para glifosato em alimentos e produtos agricolas sdo abrangentes: de 0,05 mg/kg (ou
ppm) em alimentos como banana, leite, ovos e carne animal e até 500 mg/kg para
produtos destinados ao uso de rac¢des. Para as culturas tolerantes ao glifosato mais
comuns, o LMR é de 5 mg/kg para o milho e 20 mg/kg para a soja, por exemplo (WHO,
2018). No Brasil, em 2004 o LMR para a soja tolerante ao glifosato foi aumentado de
0,2 para 10 mg/kg: um aumento de 50 vezes. Na Europa, o LMR do glifosato na soja
foi elevado de 0,1 a 20 mg/kg em 1999. Em 2013, foi aumentado de 20 para 40 mg/kg
nos EUA. Os aumentos coincidem com o desenvolvimento industrial de novas
variedades geneticamente modificadas com maior tolerancia ao glifosato (CUHRA,
2015).

Em 2016, o FDA publicou seu relatorio de monitoramento de residuos de
pesticidas em alimentos com a analise de residuos de glifosato em amostras de soja,
milho, leite e ovos. No relatério consta apenas que as amostras ndo atingiram o LMR,
sem divulgar os niveis de glifosato encontrados. Na Argentina, um estudo de 2013
mostrou que sete das onze amostras de soja analisadas ultrapassaram o LMR de 20
ppm, alcancando um nivel de até 100 ppm (TEST BIOTECH, 2013). No Brasil, a
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ANVISA ndo analisa residuos de glifosato no seu programa de monitoramento com a
justificativa de que a metodologia ser especifica e sobrecarregar a rotina laboratorial
(ANVISA, 2016). A lei brasileira permite um limite de contaminacgéo na agua potavel 5
mil vezes superior ao permitido na Europa. No caso do feijdo e da soja, 0 uso permitido
no cultivo chega a ser 400 e 200 vezes superior (BOMBARDI, 2017). O uso do
glifosato é permitido nos cultivos de algoddo, ameixa, arroz, banana, cacau, café,
cana-de-acucar, citros, coco, eucalipto, fumo, macd, maméao, milho, nectarina,
pastagem, péra, péssego, trigo, uva e soja (ANVISA, 2015). Ao redor do mundo,
diversos paises, estados ou cidades j& baniram o uso do glifosato ou tém restricdes
em relacdo ao seu uso (BAUM TRIAL LAWIERS, 2019).

As aplicacdes de herbicidas a base de glifosato estdo sendo feitas cada vez mais
tarde durante a safra das culturas transgénicas para acelerar as operacdes de morte,
secagem e colheita. Por essas razfes, os niveis de residuos em alguns graos
colhidos, sementes oleaginosas e outras culturas sdo substancialmente mais
elevados do que ha uma década e, como resultado, a exposi¢cao alimentar humana

tende a aumentar progressivamente (MYERS et al., 2016).

Nos animais, cerca de 20% do glifosato administrado por via oral é absorvido a
partir do trato gastrointestinal, enquanto o restante é eliminado praticamente
inalterado pelas fezes. O glifosato ndo bioacumula e é pouco metabolizado (EFSA,
2015). Sendo assim, os niveis de glifosato e AMPA na urina sdo bons marcadores da
exposicao humana (ZOLLER et al., 2018). A presenca de glifosato nos alimentos e na
agua é um indicativo de que a populacdo em geral possa estar regularmente ingerindo
seus residuos. Contudo, a real exposicdo humana através dos alimentos € pouco
caracterizada e os impactos de uma ingestéo crénica sao desconhecidos (MESNAGE
et al., 2015, ZHAO et al., 2018).

Gillezeau et al. (2019) revisaram evidéncias em relacédo a exposicdo humana ao
glifosato. Os autores mencionaram que oito estudos relataram niveis urinarios de
glifosato em 423 individuos ocupacionalmente expostos e outros quatorze estudos
gue avaliaram niveis de glifosato em fluidos biolégicos em 3298 individuos da
populacao geral. Os niveis urinarios em individuos ocupacionalmente expostos variou

de 0,26 a 73,5 ug/L; niveis urinarios de exposi¢ao ambiental variaram de 0,16 a 7,6

Mg/L.



23

Entre a populacéo geral, os niveis médios de glifosato na urina sédo geralmente
inferiores a 4 yg/L. A maioria dos estudos de exposicdo ambiental foram realizados
nos EUA e na Europa. Existem também dados limitados sobre a variabilidade
geografica dos niveis de exposicdo das populacdes. Apenas um estudo relatou niveis
urindrios na América do Sul, apesar do fato de que o glifosato é amplamente utilizado
e pulverizado em grande parte do continente. Ademais, os niveis médios de glifosato
medidos na populacdo em geral e nos individuos ocupacionalmente expostos sao
muito similares, o que € um achado incomum. Isso sugere que possa haver episodios
de alta exposicdo que nao sédo abordados nessas avaliagbes (GILLEZEAU et al.,
2019).

2.2 SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O SNC, composto pela medula espinhal e pelo encéfalo, é referido como
"central” porque é responsavel pela recepcao e integracédo de informacdes de todo o
corpo e por coordenar a atividade em todo o organismo (SQUIRE et al., 2012). Entre
as estruturas cerebrais, pode-se destacar o cortex, que compreende a maior por¢cao
do cérebro e desempenha um papel fundamental em varias fun¢cdes como a memoaria,
atencdo, consciéncia, linguagem e percepc¢ao (JAVED & LUI, 2019); o hipocampo,
cuja funcdo € primordial para a aprendizagem e a formacdo e consolidacdo da
memoria (BARTSCH & WULFF, 2015); e o corpo estriado, que recebe inputs de
diferentes areas do cortex, como areas do processamento de informacdes corticais,
bem como do cértex sensdrio-motor (ROLLS, 1994).

As células do SNC séo as unidades efetoras cujas atividades somadas resultam
nas complexas funcdes que ele desempenha. As principais células que o compde sao:
neurénios, astrécitos, oligodendrdcitos e microglia (Figura 5). Neurdnios séo células
excitaveis que transmitem informacdes através da liberacdo de neurotransmissores.
Eles adquirem, processam e armazenam informagdes nas sinapses. As demais
células, chamadas coletivamente de células gliais, sdo consideradas néo-excitaveis,
no cérebro sdo mais numerosas que 0s neurdnios e exercem diversas fungbes que
culminam com o adequado funcionamento neuronal e, consequentemente, do sistema
como um todo (PEREA, SUR & ARAQUE, 2014). De maneira resumida, podemos

destacar as fungbes gliais como gerenciamento de neurotransmissores e
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tamponamento idnico (astrécitos), producdo da bainha de mielina (oligodendrdcitos) e
resposta imune/inflamatéria (microglia) (ALLEN & BARRES, 2009).

Figura 5 — Representacéo da interacéo glia-neurénio.
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Fonte: ALLEN & BARRES, 2009.

O movimento de ions é responsavel por parte da comunicacdo do sistema
nervoso, Visto que os ions medeiam os sinais elétricos, 0 que estimula a comunicacao
singptica. As sinapses elétricas sdo formadas por juncbes comunicantes de dois
neurdnios, por onde fluem os ions que despolarizam diretamente esses neurénios em
sincronia (SQUIRE et al., 2012).

As sinapses quimicas existem em maior niumero no SNC; sdo compostas por
um terminal pré-sinaptico, uma fenda sinaptica, um terminal pds-sinaptico e um
processo astrocitario. Quando um potencial de acao chega a um terminal axonal (pré-
sinptico), canais de Ca?* voltagem-dependentes se abrem, e o influxo de Ca?* faz as
vesiculas com neurotransmissores se fundirem a membrana, liberando

neurotransmissores na fenda sinaptica (BRADY, 2011).
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Existem varios tipos de neurotransmissores; cada um deles se liga a um receptor
especifico e tem um efeito caracteristico. Os receptores podem estar acoplados a um
canal idnico (receptores ionotropicos) ou a uma cascata de sinalizacao intracelular
(receptores metabotrépicos). Os neurotransmissores sao especificos para a producao
de sinapses excitatorias ou inibitérias. O fluxo ibnico resultante cria um potencial pos-
sinéptico e o tipo de canal ibnico aberto determinara se é induzido um potencial pos-
sinaptico inibitério (influxo de CI- ou efluxo de K*) ou excitatorio (influxo de Na*). Os
neurotransmissores excitatorios sdo responsaveis pela maior parte da transmissao

sinptica que ocorre no cérebro dos mamiferos (BRADY, 2011).

2.2.1 Papel astrocitario no SNC

Os estudos sobre a interacdo neurdnio-astrocito revelam que os astrocitos sao
componentes fundamentais para o funcionamento do SNC. Essas células sao
reguladoras criticas da funcdo e plasticidade cerebrais, tendo em vista que o0s
processos astrocitarios envolvem as sinapses e formam um compartimento funcional
critico para a manutencdo da homeostase cerebral, principalmente através do
gerenciamento de ions e neurotransmissores (ALLEN & EROGLU, 2017; SOUZA et
al., 2019).

Os astrécitos respondem a insultos e patologias no SNC através de um processo
conhecido como reatividade astrocitaria, que compreende um espectro de alteracdes
morfolégicas, moleculares e fisiologicas. Essas modificacdes variam com a gravidade
do insulto, ao longo de um processo gradual de alteracdes na expresséao de proteinas,
captacao e liberacéo de diversos fatores, hipertrofia celular e formacéo de cicatrizes
gliais (SOFRONIEW & WINTERS, 2010). O aumento da expressao de proteinas de
filamento intermediario, em particular a proteina glial fibrilar acida (GFAP) por
astrocitos reativos € uma das principais marcas da reatividade astrocitaria
(LIDDELOW & BARRES, 2017; PEKNY & NILSSON, 2005).

Os astrécitos expressam diversos transportadores de neurotransmissores,
regulando a formacdo de diferentes tipos de sinapses, tais como as sinapses
glutamatérgicas, GABAEérgicas, glicinérgicas e colinérgicas (CHUNG, ALLEN &
EROGLU, 2015). Prolongamentos perisinapticos do corpo astrocitario removem

rapidamente os neurotransmissores liberados no espacgo intersticial, evitando seu
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acumulo na fenda sindptica e limitando a propagacdo dos neurotransmissores as
sinapses adjacentes (ALLEN & EROGLU, 2017).

As sinapses excitatorias predominam na substancia cinzenta - apenas as
glutamatérgicas representam pelo menos 80% das sinapses corticais (BELANGER,
ALLAMAN & MAGISTRETTI, 2011). Sendo assim, o glutamato esta presente em
grandes concentracdes no cérebro, o qual possui importantes mecanismos de
protecdo contra o excesso de ativacdo glutamatérgica. Como ndo ha conversao
extracelular de glutamato (ou esta é desprezivel), o tecido cerebral precisa de uma
atividade de captacdo de glutamato ripida para se proteger contra a toxicidade
causada pelo acumulo desse neurotransmissor (DANBOLT, 2001).

Os processos astrociticos sdo carregados com transportadores de glutamato,
0 que garante que ndo haja acumulo extra-sinaptico. Os astrocitos transformam o
excesso de glutamato em glutamina e a transportam de volta aos neurénios de forma
a contribuir com a manutencao da transmissao sinaptica a partir da regeneracédo do
glutamato pelos neurdnios e consequente reposi¢cédo do pool desse neurotransmissor

(TANI et al., 2014). A Figura 6 ilustra o funcionamento de uma sinapse glutamatérgica.

Figura 6 — Desenho esqueméatico de uma sinapse glutamatérgica.

Fonte: SHELDON & ROBINSON, 2012.
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A homeostase do metabolismo glutamatérgico compreende mecanismos
altamente regulados, fundamentais para o funcionamento geral do SNC. Danos
astrocitarios com consequente reducdo na captacdo de glutamato e acumulo do
neurotransmissor na fenda sinaptica afetam diretamente os neurénios. Este fenbmeno
€ conhecido como excitotoxicidade glutamatérgica e pode culminar em producéo de
radicais livres, disfuncdo mitocondrial e morte celular, tendo graves efeitos clinicos
(BELANGER, ALLAMAN & MAGISTRETTI, 2011; PEREA, SUR & ARAQUE, 2014).
Doencas neuroldgicas e neurodegenerativas com etiologias distintas compartilham a
excitotoxicidade como uma via patolégica comum com diferentes consequéncias para
cada doenca, entre elas epilepsia, esclerose mdltipla, trauma cranioencefalico,
doenca de Huntington, doenca de Alzheimer, entre outras (HASSEL & DINGLEDINE,
2012).

2.2.2 Barreira Hematoencefalica

Os vasos sanguineos sdo componentes essenciais do sistema circulatério que
transportam o sangue por todo o corpo, cujo funcionamento adequado € essencial
para manter a homeostase dos 6rgaos e tecidos (YAMAZAKI & KANEKIYO, 2016). O
SNC é um ambiente perfeitamente regulado, com condi¢cdes muito distintas daquelas
do restante do organismo. A barreira hematoencefalica (BHE) é a fronteira que isola
os tecidos do cérebro das substancias que se propagam no sistema circulatério
periférico. E também uma barreira de difusdo que permite que apenas agua e
pequenas moléculas lipofilicas acessem livremente o cérebro de acordo com seus
gradientes de concentracdo (BERNACKI et al., 2008).

A BHE é formada por uma estrutura dindmica chamada de unidade
neurovascular, conceito que foi introduzido nos Uultimos anos a partir do
reconhecimento de que a formacao da barreira depende de intera¢des entre neurdnios
e células ndo-neuronais vasculares (células endoteliais e pericitos) e glia (astrocitos)
(WONG et al.,, 2013). Nos capilares sanguineos cerebrais, as células endoteliais
formam a estrutura do tubo, no qual a superficie abluminal € coberta por membranas
basais compostas por matriz extracelular. Os tubos endoteliais sdo cercados por
pericitos e processos astrocitarios, compreendendo a unidade neurovascular, como
ilustra a Figura 7 (YAMAZAKI & KANEKIYO, 2016). A proporcéo das dimensdes da
BHE pode ser observada no esquema da Figura 8.
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Figura 7 — Unidade neurovascular da barreira hematoencefalica.
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Figura 8 — Proporcdes da barreira hematoencefalica.
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A BHE é responsavel por manter a homeostase do cérebro, regulando o
ambiente quimico, o transporte de células imunes e a entrada de xenobidticos. As
concentracbes de &gua, ions, aminoacidos, hormdnios e neurotransmissores no
sangue sofrem flutuagdes, principalmente apos o individuo comer ou se exercitar. Se
tais flutuacbes ocorressem no cérebro, isso poderia levar a uma atividade neuronal

descontrolada; sendo assim, o transporte do sangue para o parénquima cerebral é
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altamente regulado (WONG et al., 2013). A Figura 9 apresenta algumas propriedades
relacionadas ao fluxo de moléculas na BHE.

Figura 9 — Propriedades relacionadas ao transporte molecular na barreira

hematoencefélica.
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As células da BHE se comunicam com outras células do SNC, adaptando seu
comportamento para atender as necessidades metabdlicas, respondendo as
condicbGes patoldgicas e, em alguns casos, participando do inicio, manutencdo ou
progressao de doencas (BICKER et al., 2016). Como a BHE desempenha um papel
critico na manutencdo da homeostase do SNC, a perturbacdo do funcionamento
adequado da barreira é cada vez mais reconhecida como fator contribuinte na
patogénese de algumas doencgas, nas quais a permeabilidade da barreira geralmente
aumenta significativamente (BERNACKI et al., 2008; YAMAZAKI & KANEKIYO, 2016).

O LCR protege o SNC de diferentes maneiras, estando envolvido na homeostase
metabdlica, suprimento de nutrientes, funcionando como sistema linfatico e atuando
na regulacéo da pressdo intracraniana. E produzido pelos plexos coroidais, epitélio
ventricular e espaco subaracnoide e flui dos ventriculos através dos forames laterais
e mediais, adentrando no espaco subaracnoide, recobrindo tanto o cértex quanto a
medula espinhal, como mostra a Figura 10 (TUMANI, HUSS & BACHHUBER, 2018).
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Os constituintes do LCR séo principalmente derivados do sangue (80%),
enquanto o restante recebe contribuices substanciais do cérebro. Pelo fato de que
20% de seu conteudo proteico é derivado do cérebro, espera-se que biomarcadores
relevantes possam ser identificados nesse fluido, principalmente no caso de danos a
BHE (TUMANI, HUSS & BACHHUBER, 2018).

Figura 10 - Locais de producéo, circulacéo e eliminacéo do liquido

cefalorraquidiano no cérebro.
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Fonte: TUMANI, HUSS & BACHHUBER, 2018.

2.3 NEUROTOXICIDADE DO GLIFOSATO

Em relacéo aos efeitos tdéxicos no SNC, estudos mostram que o glifosato exerce
um efeito inibitério na acetilcolinesterase em cérebro de ratos expostos in vivo
(CATTANI et al., 2017; GALLEGOS et al., 2018) e in vitro (LARSEN et al., 2012), bem
como em peixes (SAMANTA et al., 2014), além de danos ao sistema dopaminérgico
(BALI et al., 2019; HERNANDEZ-PLATA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2018). Em
casos de envenenamento por exposicdo ocupacional aos herbicidas a base de
glifosato, sdo relatados casos de desenvolvimento de sindrome parkinsoniana,
composta por tremores leves, instabilidade postural e rigidez (BARBOSA et al., 2001;
WANG et al., 2011). A fisiopatologia da doenca de Parkinson é caracterizada por
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disfungbes monoaminérgicas multiplas, incluindo déficits do sistema colinérgico e
dopaminérgico (TEIVE, 2015). Além disso, outros estudos apontam que a
neurotoxicidade do glifosato ndo € inteiramente devida a perturbacdes desses
sistemas.

Cattani et al. (2014) demonstraram que o glifosato aumenta os niveis de
glutamato extracelular, podendo levar a excitotoxicidade glutamatérgica e estresse
oxidativo no hipocampo de ratos expostos ao glifosato desde a gestacdo. Nesse caso,
0 mecanismo por tras desses efeitos envolve o influxo de calcio pela ativacdo de
receptores de glutamato NMDA e canais de célcio dependentes de voltagem, além da
alteracdo do potencial de membrana mitocondrial (CATTANI et al., 2014). Em estudo
posterior, demonstrou-se que esses eventos neuroquimicos podem contribuir, pelo
menos em parte, para 0 comportamento depressivo observado na prole adulta
(CATTANI et al.,, 2017). Bali, Ba-Mhamed e Bennis (2017) mostraram que
camundongos que sofreram exposicao subcrénica ao glifosato desde a infancia até o
inicio da idade adulta apresentaram distarbios nos sistemas serotonérgico e
dopaminérgico, levando a um aumento da ansiedade e comportamento depressivo.
Através de estudos comportamentais em ratos, Baier et al. (2017) revelaram que a
exposi¢do continua ao glifosato em ratos afeta o SNC, provavelmente alterando vias
de neurotransmissao que participam ou regulam a atividade locomotora, ansiedade e
memoria.

A avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo pode ser Gtil na compreenséo
dos mecanismos fisiopatoldgicos, uma vez que esse tipo de insulto é conhecido por
estar envolvido no desenvolvimento de muitos danos a salude decorrentes da
exposicao a agrotoxicos organofosforados (MOSTAFALOU & ABDOLLAHI, 2018). O
estresse oxidativo € uma situacao em que ha perda do equilibrio entre a producao de
espécies reativas de oxigénio e a capacidade dos sistemas biolégicos de superar
essas perturbacbes para recuperar seu estado original (KARAMI-MOHAJERI &
ABDOLLAHI, 2013). Os efeitos do estresse oxidativo em niveis relativamente altos
foram demonstrados na funcao cerebral. Os cérebros de ratos tratados com glifosato
apresentaram aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, peroxidacao
lipidica, diminuicdo dos niveis de alfa-tocoferol e glutationa reduzida e
desencadeamento de morte celular por apoptose (ASTIZ, DE ALANIZ & MARRA,
2009; ASTIZ, DE ALANIZ & MARRA, 2012).
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Os herbicidas s&o geralmente produzidos em formulagdes como misturas de um
principio ativo com adjuvantes. A toxicologia dessas misturas ndo pode ser totalmente
compreendida sem conhecer a toxicidade individual dos varios compostos das
formulacbes e seus efeitos combinados. Tendo isso em consideracdo, deve-se
ressaltar que a maioria dos estudos toxicoldgicos investiga os efeitos dos herbicidas
testando apenas o principio ativo (MESNAGE et al., 2013).

Mésnage et al. (2013) analisaram a citotoxicidade do principio ativo
individualmente e combinada com os adjuvantes dos principais herbicidas a base de
glifosato e mecanismos de a¢ao. Foi demonstrado que todas as formulacdes sao mais
toxicas que o glifosato sozinho, por meio de mecanismos que levaram a perda de
integridade das membranas celulares, danos a respiracdo celular e inducdo da
necrose nas células (MESNAGE et al., 2013). Jacques et al. (2019) também realizou
um estudo de toxicidade comparativa utilizando o Caenorhabditis elegans como
modelo experimental. Demonstrou-se que os adjuvantes aumentam o perfil toxico do
herbicida, causando diminuicdo da capacidade reprodutiva do nematdide. Tais
evidéncias apontam para a importancia de estudar as formulagcdes completas dos
herbicidas, a fim de se investigar as consequéncias patoldgicas reais da exposicao,
principalmente em se tratando da neurotoxicologia do glifosato, na qual predominam

0s estudos que néo levam em consideragéo o efeito da formulagdo completa.

2.4 DETERMINACAO ANALITICA DE GLIFOSATO E AMPA POR CLAE-FL

2.4.1 Considerac0fes gerais sobre CLAE-FL

A CLAE-FL é uma técnica que permite separar constituintes quimicos (ou
analitos) de uma amostra, através de mecanismos de interacdo entre as espécies
quimicas e os da fase movel (um liquido que flui) e fase estacionaria (sorventes
empacotados dentro de uma coluna) (GILBERT, 2013). A CLAE-FL permite uma
quantificacdo exata, seletiva e precisa dos analitos, sendo amplamente utilizada para
a andlise quantitativa de biomoléculas e seus metabolitos em fluidos biologicos
(AHUJA & DONG, 2005).

Um sistema cromatografico é composto por uma bomba, um injetor de amostra,
uma coluna de separacao, um detector e um sistema de registro e tratamento de

dados (Figura 11). A bomba controla o fluxo de fase mével através do sistema. Ao sair
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da bomba, a fase movel entra no injetor, o qual permite injetar uma quantidade
especifica da amostra diretamente na coluna. A coluna cromatogréfica (fase
estacionaria) € o componente mais critico do sistema, tendo em vista que separa os
componentes através da retencdo destes na coluna e posterior eluicdo com a fase
movel. Um detector monitora a concentracdo de cada componente separado pela
coluna através do sinal gerado pela molécula e gera um cromatograma, que permite
a identificacdo de cada constituinte pela sua area e tempo de retencdo. Esse
fendmeno depende do tipo e da forca de interagcdo que as moléculas estabelecem
entre a fase estacionaria e a fase movel (AHUJA & DONG, 2005). Dependendo das
caracteristicas quimicas da molécula, o detector escolhido sera diferente. Os mais
utilizados em cromatografia de fase liquida sdo os detectores de ultravioleta/visivel,

indice de refracdo, espectrometria de massas e fluorescéncia (GILBERT, 2013).

Figura 11 — Diagrama esquematico de um sistema cromatogréafico CLAE.
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Fonte: CZAPLICKI, 2013.

2.4.2 Condicdes cromatograficas

Os materiais de empacotamento de coluna mais frequentemente utilizados séo
os de fase reversa, 0s quais apresentam carater apolar e consistem em particulas de
silica gel cuja superficie € modificada por uma camada lipofilica de grupos alquil
ligados aos grupos Si-OH. Em geral, materiais com varios grupos alquil de 1 a 18
carbonos (C18) estdo disponiveis, sendo os materiais C18 os mais utilizados
(GILBERT, 2013).

As colunas de fase reversa apresentam sitios de adsor¢do homogéneos, elui¢cdo

em gradiente faciltada e também permitem a separacdo de substancias
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hidrossollveis e/ou ibnicas, inclusive substancias lipofilicas. A retencado de um analito
€ ajustada com a composicdo da fase mével. Um alto teor de solvente orgénico na
fase movel reduz a retencdo, enquanto um alto teor de dgua aumenta a retencao
(NEUE, 2007).

O uso de técnicas de deteccao fluorimétricas, quando comparadas aos métodos
colorimétricos baseados na absorbancia, sdo mais sensiveis e seletivas. O melhor
desempenho da fluorescéncia se da pelo baixo predominio de espécies fluorescentes
em relacdo as cromoforas (GILBERT, 2013). Um detector de fluorescéncia monitora
a luz fluorescente emitida pelo analito no sistema. Sua aplicacdo é limitada, ja que
poucas espécies quimicas possuem forte fluorescéncia intrinseca (AHUJA & DONG,
2005). As moléculas de glifosato e AMPA (Figura 1 e Figura 4) ndo apresentam grupos
fluoréforos, como por exemplo, estruturas ricas em elétrons 1 como as moléculas
aromaticas. Sendo assim, é necesséaria a introducdo de grupamentos fluoréforos
através de uma reacao de derivatizagao.

Um dos métodos de derivatizacdo mais comumente utilizados € o de reacdo com
0 agente derivatizante cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-CI). Nesse processo,
a substituicio de um atomo de hidrogénio no grupamento amino primario ou
secundario ocorre nas moléculas de glifosato e AMPA por anéis aromaticos contendo
ligacdes duplas alternadas (CATRINCK et al., 2014). A reacao pode ser observada na
Figura 12. Dessa forma, as duas moléculas podem ser identificadas por um detector

de fluorescéncia.
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Figura 12 — Reacgdao de derivatizagéo do glifosato e AMPA utilizando FMOC-CI.
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A alta sensibilidade da cromatografia liquida permitiu o avanco na andlise de
substancias em baixa concentracdo em matrizes biologicas, com aplicacbes no
doping, na toxicologia, entre outras (PRAGST, 2008). As matrizes biolégicas sao
misturas complexas que precisam passar por uma preparacao antes de sua injecao
no sistema cromatografico. As técnicas utilizadas para preparacdo da amostra
biolégica dependem do sistema de deteccédo utilizado. No caso da fluorescéncia, o
método de isolamento dos analitos dependera se outros compostos enddégenos da
matriz absorvem e emitem no comprimento de onda similar e no tempo de retencao
do composto de interesse (BICKER et al, 2013).

Em geral, a precipitacdo de proteinas € uma das principais técnicas empregadas
durante a preparacédo de amostras. Este procedimento normalmente precede outras
etapas, mas também pode ser executado individualmente, consistindo na
desnaturacdo das proteinas presentes na amostra biologica utilizando um agente
precipitante. Os agentes precipitantes normalmente utilizados sdo o acido
tricloroacético, o metanol e a acetonitrila; o agente mais utilizado é o metanol, pelo
fato de ser um agente precipitante menos energético e, desta forma, ndo degradando
a amostra tao facilmente (BICKER et al, 2013).
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2.4.3 Determinacao de glifosato e AMPA em amostras biologicas

Até o momento, a maioria dos métodos que utiliza CLAE-FL é voltada para
quantificacéo de residuos de glifosato e AMPA em solo (BAEZ et al., 2014; DRUART
et al., 2011), cereais (HOGENDOORN et al., 1999) e agua (LE BOT et al., 2002;
HANKE, SINGER & HOLLENDER, 2008; IBANEZ et al., 2005; SANCHO et al., 1996;
WANG et al., 1999). DeterminacGes em fluidos biolégicos foram desenvolvidas por
Motojyuku et. al (2008) utilizando cromatografia gasosa e também por Bernal et al.
(2010) com CLAE acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo por
eletrospray.

Anadon et al. (2009) caracterizaram a toxicocinética do glifosato em ratos apos
administracdo de doses Unicas de 100 mg/kg por via intravenosa e 400 mg/kg por via
oral, utilizando o método cromatografico desenvolvido por Bernal et al. (2010). A
biodisponibilidade oral do glifosato encontrada foi 23,21 %. O glifosato foi convertido
em AMPA, representando 6,49 % das concentracées plasmaticas (ANADON et al.,
2009).

Em humanos, o glifosato foi detectado no tecido cerebral e no LCR apés
exposicdo as formula¢cdes comerciais por envenenamento, revelando o potencial de
atravessar a BHE, a qual protege o SNC de substancias neurotoxicas que circulam no
sangue (SATO et al., 2011). Estudos demonstram a capacidade neurotoxica do
glifosato, entretanto a toxicocinética deste herbicida no LCR ainda nao esta
determinada, especialmente em se tratando da administracdo da formulacéo
comercial, questdo fundamental para compreender como eventos neurotdxicos
podem ser desencadeados, qual a dose mais critica e 0 tempo necessario para que
ocorram. Para tanto, é primordial o desenvolvimento de um método bioanalitico
adequado para a deteccdo e quantificacdo de glifosato e AMPA no LCR apdés

exposicao oral.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos (90 dias) foram obtidos do Centro de Reproducdo e
Experimentacéo de Animais de Laboratorio da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS) e mantidos no biotério do Departamento de Bioguimica da UFRGS.
Os animais foram mantidos em ciclos de claro/escuro de 12 h, alocados em salas
climatizadas (22 °C + 2 °C) com suprimento ad libitum de agua potavel e racdo padréo
para roedores. Os cuidados com 0s animais seguiram as diretrizes governamentais
conforme a Federacdo das Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental. O
projeto foi aprovado na Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS sob
namero 37876.

3.2 TRATAMENTO

Os animais foram tratados via oral por gavagem com herbicida a base de
glifosato (48 % plv glifosato; Glifomato, Insetimax, Brasil) na sua forma liquida, diluido
em agua destilada a fim de se obter uma dose Unica de 400 mg/kg de glifosato. A dose
de glifosato é baseada no limite de quantificacdo do método bioanalitico para a
deteccdo de glifosato em plasma (ANADON et al., 2009) e esta abaixo da DLso para
ratos (4230 mg/kg), parametro correspondente a dose capaz de matar 50% dos
individuos em uma populacdo-teste (BRUNTON et al., 2007). Foram determinadas as
concentracfes de aminoacidos e albumina por CLAE-FL, nos tempos 0, 3, 24 e 48 h
(n = 3-5 para cada tempo) apdés a administracdo oral. Amostras de LCR foram
coletadas sob anestesia (isoflurano - indugéo: 2,5-4 %; manutencéo: 1,5-2,5 %) via
puncédo direta da cisterna magna com uso de seringa de insulina (27 G) e aparato
estereotaxico. As amostras foram imediatamente centrifugadas ap6s a coleta (3000
rom, 1 min, 4 °C) em centrifuga para microtubos (CF15RXII Hitachi, Téquio, Japéo) e

armazenadas a -20 °C.
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3.3 CAPTACAO DE GLUTAMATO

Os animais foram divididos em dois grupos: controle (n = 4) e tratado com
herbicida a base de glifosato por 3 h (n = 4), conforme descrito no item 3.2. Apés
eutanasia, os cérebros foram imediatamente removidos e umidificados com solucdo
salina balanceada de Hanks (HBSS, do inglés Hank’s balanced salt solution) contendo
(em mM): 137 NacCl, 5,36 KClI, 1,26 CaClz, 0,41 MgSOa4, 0,49 MgClz, 0,63 NazHPOa4,
0,44 KH2PO4, 4,17 NaHCOs e 5,6 glicose, com pH ajustado para 7,4. As regides do
cOrtex parietal, hipocampo e estriado foram dissecadas e fatias de 300 um de
espessura foram obtidas com o uso de um fatiador de tecidos (Mcllwain Tissue
Chopper, Brinkman, EUA). Quatro fatias de cada estrutura foram separadas e
transferidas para uma placa de 24 pocos com 300 uL de HBSS por poco, mantida a
37 °C por 60 min. Decorrido esse tempo, o HBSS foi coletado e armazenado a -18 °C
para analises posteriores. O ensaio de captacao iniciou com a adicao de 0,33 uCi/mL
de L-[2,3-3H]glutamato e encerrou-se apdés 7 min com a remoc¢do do meio de
incubacéo e trés lavagens sucessivas com HBSS gelado, seguida da adicdo de 0,5 M
de NaOH. A radioatividade incorporada foi medida utilizando um contador de cintilagéo
liguida (300SL, Hidex, Finlandia) e os dados foram expressos em Contagens Por
Minuto no periodo de tempo analisado (7 min de captacao) (CPM/min). A captacao de
glutamato independente de sédio foi determinada utilizando HBSS preparado com N-
metil-D-glucamina ao invés de cloreto de sédio. A captacdo especifica de glutamato
foi obtida subtraindo o valor da captacdo independente de sddio do valor da captacdo
total.

3.4 WESTERN BLOT

Amostras de cortex, hipocampo e estriado foram homogeneizadas em solugéo
de lise (2 % SDS, 5 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,4) contendo inibidor de protease
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As proteinas foram separadas por SDS-PAGE
(20 pg de proteina por amostra) e transferidas para membranas de nitrocelulose,
incubadas overnight (4 °C) com os anticorpos anti-GFAP (1:1000) e anti-B-tubulina
(1:1000). A seguir, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-
coelho (IgG) conjugado com peroxidase (1:5000) por 2 h a temperatura ambiente. A

guimioluminescéncia foi detectada em sistema Image Quant LAS4010 (GE
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Healthcare, Chicago, EUA) utilizando kit ECL (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EUA).
A quantidade de proteina foi analisada por densitometria através do software Image

J. A B-tubulina foi utilizada como controle enddgeno de proteina.

3.5 DOSAGENS BIOQUIMICAS

3.5.1 Aminoécidos

A quantificacdo de aminoacidos por CLAE-FL foi realizada nas amostras de LCR
dos animais tratados e no HBSS de estabilizacao das fatias (coletado apds os 60 min
prévios ao ensaio de captacdo de glutamato), conforme Schmidt et al. (2009).
Inicialmente, as amostras foram filtradas (poro 0,22 um), derivatizadas com
ortoftaldeido e separadas em coluna de fase reversa (Supelcosil LC-18, 250 mm x
4,6 mm X 5 ym, Supelco) em sistema cromatografico Shimadzu Class-VP (Quioto,
Japao). A fase moével foi mantida em um fluxo constante de 1,4mL/min e a
temperatura da coluna a 24 °C. A fase mével foi composta por tampéo fosfato de sédio
0,04 mol/L, pH 5,5, contendo 20 % de metanol (fase mével A) e tampao fosfato de
sédio 0,01 mol/L, pH 5,5, contendo 80 % de metanol (fase mével B). O gradiente de
concentracéao foi modificado para o seguinte teor de B na fase movel: 0 % (0 min), 100
% (55 min), 0 % (60 min). A deteccéo foi realizada utilizando os comprimentos de onda
de 360 nm (excitacao) e 455 nm (emissao), com detector de fluorescéncia Shimadzu.
O tempo de retencdo dos padrdes analiticos dos aminoacidos valina, isoleucina,
triptofano, glutamina, fenilalanina, leucina, metionina, lisina, glutamato, aspartato e
ornitina foram utilizados para identificacéo e a quantificacdo realizada através de curva
padrao (dados expressos em uM) através do software LC-Solution. Para determinacao

de glutamina, as amostras foram diluidas 10 vezes.

3.5.2 Albumina

A quantificacdo de albumina por CLAE-FL foi realizada no LCR dos animais, em
método previamente validado conforme diretrizes internacionais (EMA, 2012; FDA,
2018). Amostras de LCR (10 yL) foram adicionadas de 40 pL de acetonitrila e
separadas em coluna de fase reversa (SB-C18, 250 mm x 4,6 mm x 5 ym, ZORBAX)

em sistema cromatografico Shimadzu LC-20A (Quioto, Japado) equipado com
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amostrador SIL-20A, controlador CBM-20A, bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-
14A, termostato para coluna CTO-10A e detector por fluorescéncia RF-20A. A fase
movel utilizada foi agua acidificada com 0,1 % de acido férmico (A) e acetonitrila (B).
O fluxo foi mantido em 0,7 mL/min e o gradiente de concentracdo utilizado foi: A — 65
% B — 35 % (0-5 min), A — 70 % B — 30 % (5-10 min), A — 65 % B — 35 % (10—
17 min). A deteccgéo foi realizada utilizando os comprimentos de onda de 278 nm
(excitacdo) e 335 nm (emisséo). O tempo de retencéo do padréo analitico de albumina
foi utilizado para identificacdo e a quantificacdo realizada através de curva padréo

através do software LC-Solution.

3.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO PARA
DETERMINACAO DE GLIFOSATO E AMPA

3.6.1 Reagentes e padrdes

Os padrdes analiticos de glifosato (pureza > 98 %), AMPA (pureza > 98 %) e o
agente derivatizante FMOC-CI foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Os solventes acetonitrila e metanol (ambos com grau de pureza HPLC) foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Acetato de amonio, borato de aménio e
hidroxido de aménio grau P.A. foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Agua ultrapura (18,2 MQ.cm) foi produzida com um sistema de agua MilliQ
Purelab Ultra (Veolia Elga LabWater, High Wycombe, UK). Para a filtragem das
amostras foram utilizados filtros de seringa de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de
didmetro 13 mm e poro 0,22 um (Filtrilo, Parana, Brasil).

Amostras de LCR foram obtidas de ratos Wistar controle (n = 6), coletadas

conforme descrito anteriormente no item 3.2.

3.6.2 Solucbes-estoque, padrbes de calibracdo e padrdes de controle de
qualidade

Solucgbes-estoque de glifosato e AMPA foram preparadas na concentracao de 1
mg/mL, utilizando agua ultra-pura como diluente. Para o preparo dos pontos da curva
padrao, solucdes de trabalho foram preparadas a partir da diluicdo das solugdes-

estoque com agua ultra-pura, a fim de se obter as concentracdes finais de 10, 20, 40,
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120, 200, 300 e 500 ng/mL. Todas as solu¢cbes analiticas foram armazenadas a -20
°C. A solucao de agente derivatizante foi preparada a partir da diluicao de FMOC-CI
em acetonitrila na concentracéao final de 5 mM.

Os controles de qualidade foram preparados de forma independente, em trés
concentracOes finais diferentes a partir das solu¢des de trabalho: 20 ng/mL para o
controle de qualidade baixo (CQB), 120 ng/mL para o controle de qualidade médio
(CQM) e 500 ng/mL para o controle de qualidade alta (CQA).

3.6.3 Preparacao das amostras

A preparacéo iniciou-se com a adicdo de 15 yL de LCR de animal controle, 15
ML da solucéo de trabalho de glifosato e 15 pL da solucdo de trabalho de AMPA. Apos
agitacdo no vortex durante 10 s, foi adicionado 70 pL de metanol gelado (4 °C) e
agitou-se novamente por 10 s. A mistura foi centrifugada a 10.000 g por 10 min a 4
°C. O sobrenadante resultante foi recolhido e filtrado, adicionado de 20 uL de tampéo
borato de sédio (pH 9) e 15 uL da solucdo de derivatizante, seguido por agitacdo em
vortex por 10 s. A mistura foi mantida em Eppendorf durante 30 min a 25 °C, de forma
a prosseguir a reagéo de derivatizagdo. Em seguida, foi transferida para vials conicos
e 10 pL da amostra foi injetada no sistema cromatogréfico.

3.6.4 Condicdes cromatograficas

O desenvolvimento do método foi realizado em um sistema cromatografico
Shimadzu LC-20A (Quioto, Japao) equipado com bomba LC-20AT, desgaseificador
DGU-14A, termostato para coluna CTO-10A, amostrador SIL-20A, controlador CBM-
20A e detector por fluorescéncia RF-20A. Para o controle das condi¢bes
cromatograficas e o processamento e integracdo dos dados utilizou-se o software LC
Solution. Foi utilizada coluna de fase reversa (Luna C18(2), 250 mm x 4,6 mm x 5 um,
Phenomenex) com pré-coluna (SecurityGuard Standard C18 4 mm, Phenomenex). A
fase movel utilizada foi tampéo acetato de amonio 20 mM pH 9 (A) e metanol (B). O
fluxo foi mantido em 1 mL/min e o gradiente de concentracéo utilizado foi: A — 80 %
B — 20 % (0—3 min), A — 40 % B — 60 % (3—15 min), A — 50 % B — 50 % (15-23
min), A — 30 % B — 70 % (23-30 min), A — 80 % B — 20 % (30-40 min). Os
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comprimentos de onda de excitagdo e emissao foram estabelecidos em 270 nm e 310

nm, respectivamente.

3.6.5 Validacdo do método

A validacdo do método seguiu a Food and Drug Administration (FDA, 2018),
European Medicines Agency (EMA, 2012) e ANVISA (2017) que descrevem o0s
requisitos exigidos para validar métodos bioanaliticos. Foi elaborada uma validacao

parcial do método, através da avaliacdo dos parametros de linearidade e preciséo.

3.6.5.1 Linearidade

A linearidade do método cromatografico foi avaliada a partir de curvas de
calibracdo preparadas em LCR batizado com sete padrfes analiticos com
concentracdes finais conhecidas dos analitos (10, 20, 40, 120, 200, 300 e 500 ng/mL)
em dias diferentes (n = 3). A determinacéo dos teores de glifosato e AMPA foi definida
pela area dos picos cromatogréficos. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de regressao linear, utilizando o método dos minimos quadrados. A linearidade foi
avaliada a partir dos coeficientes de correlacao (r), determinacao (r2) e gréfico de
dispersdo dos residuos, acompanhado de avaliacdo estatistica através de ANOVA
com nivel de significancia de 5 %. Os residuos decorrentes dos ajustes da curva
analitica foram examinados quanto a existéncia de valores discrepantes, se
apresentam comportamento homoscedastico e se a equacdo de regressdo €

estatisticamente significativa.

3.6.5.2 Precisao

A precisao do método consiste em avaliar a proximidade dos resultados obtidos
por repetidas afericbes de multiplas aliquotas. A precisdo foi determinada a partir de
3 replicatas das solucdes de CQB, CQM e CQA (n = 1) e expressa como coeficiente
de variacdo (% CV), conforme a Equacéo 1.

Desvio padrao

CV (%)= X 100 1)

Concentracdo média experimental
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares GraphPad
Prism 8 (Graph Pad Software, EUA) e Microsoft Office Excel 16 (Microsoft, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO NO LiQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO

O perfil bioquimico do LCR é uma fonte de informacdo para estudar
mecanismos de neurotoxicidade, tendo em vista que este fluido € enriquecido em
componentes derivados do cérebro (BYRNE & WILD, 2016). Dessa forma,
caracterizou-se o perfil de aminoacidos do LCR dos animais. O cromatograma
representativo da separacdo dos padrdes analiticos dos aminoacidos obtida com o

método cromatografico utilizado esta apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Cromatograma representativo da separacao dos padrdes analiticos dos
aminoécidos por CLAE-FL conforme método proposto por Schmidt et al. (2009).
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Legenda: ASP: aspartato; GLU: glutamato; SER: serina; HIS: histidina; GLN: glutamina; GLY: glicina;
THR: treonina; ARG: arginina; ALA: alanina; TYR: tirosina; GABA: acido gama aminobutirico; TRP:
triptofano; MET: metionina; VAL: valina; PHE: fenilalanina; ILEU: isoleucina; LEU: leucina; ORN:
ornitina; LYS: lisina.

Fonte: Autor, 2019.
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As Figuras 14 e 15 mostram que os niveis dos aminoacidos valina, isoleucina,

triptofano, alanina, glutamina, fenilalanina, leucina, metionina e lisina de animais

expostos agudamente ao glifosato permaneceram inalterados até 48 h apds a

exposicao.

Figura 14 - Concentragdo dos aminoacidos alanina, isoleucina, triptofano e valina no
LCR de ratos expostos agudamente ao glifosato.
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Os dados representam média + desvio padréo. Diferen¢as entre os grupos (n = 3-5) foram analisadas
estatisticamente através de ANOVA, seguido de teste de Tukey.

Fonte: Autor, 2019.
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Figura 15 - Concentragdo dos aminoacidos glutamina, leucina, lisina, metionina e
fenilalanina no LCR de ratos expostos agudamente ao glifosato.
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Os dados representam média + desvio padréo. Diferengas entre os grupos (n = 3-5) foram analisadas
estatisticamente através de ANOVA, seguido de teste de Tukey.

Fonte: Autor, 2019.

Os teores dos aminoacidos glutamato, aspartato e ornitina apresentaram-se
significativamente aumentados 3 h apds a administragdo do herbicida, retornando aos

niveis basais até 48 h ap0s a exposic¢ao, conforme demonstrado na Figura 16.
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Figura 16 - Concentragdo dos aminoacidos aspartato, glutamato e ornitina no LCR
de ratos expostos agudamente ao glifosato.
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Os dados representam média + desvio padréo. Diferen¢as entre os grupos (n = 3-5) foram analisadas
estatisticamente através de ANOVA, seguido de teste de Tukey. *P < 0,05.

Fonte: Autor, 2019.

O glutamato e o aspartato, apesar de mediadores excitatérios nas sinapses
cerebrais, sdo de importancia crucial na fisiopatologia de varias doencas neurologicas
associadas com morte glial e neuronal, entre elas isquemia, esclerose lateral
amiotréfica, epilepsia, esclerose mudltipla, entre outras (BROUNS et al.,, 2010;
RAINESALO et al., 2004; SARCHIELLI et al., 2003; SPINK & MARTIN et al., 1991).
Disturbios da BHE e comprometimento funcional e metabdlico de astrécitos e
neurbnios podem sustentar a elevagdo de glutamato e aspartato extracelular
(PAJARILLO et al., 2019; STOVER et al., 1997).

A elevagdo desses dois aminoacidos excitatérios pode se tornar prejudicial
devido a ativagdo excessiva das células neuronais e gliais (COYLE et al., 1993). As
cascatas ativadas aumentam os niveis intracelulares de calcio, geram radicais livres,

aumentam o consumo energético, podendo resultar em morte neuronal e glial (PEKNY
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& NILSSON et al., 2005). Além disso, a morte celular resultara na liberacao adicional
de neurotransmissores excitatorios aumentando os niveis extracelulares. Assim, um
circulo vicioso é gerado, levando a danos neuronais e gliais generalizados (STOVER
et al., 1997).

Quando os aminoacidos estao elevados no espago extracelular cerebral e os
mecanismos de captacdo glial ndo sdo suficientes para eliminar substancias
potencialmente toxicas, esses neurotransmissores seguirdo o seu gradiente e havera
um aumento no LCR (ROETTGER & GOLDFINGER, 1994). Sendo assim, a funcao
glial dos animais tratados com o glifosato pode ter sofrido prejuizos em funcdo da

exposicao ao agente toxico.

Além da alteragdo observada nos niveis dos amino&cidos excitatorios aspartato
e glutamato no LCR, também pode-se observar uma alteracdo significativa da
concentracdo de ornitina, 3 h apds a administracao do herbicida (Figura 16). Sabe-se
gue a ornitina € um aminoacido ndo-essencial que tem um papel central no ciclo da
ureia, principalmente nos hepatocitos. E produzida pela agdo enzimética da arginase,
que converte arginina em ureia e gera ornitina. A ornitina também desempenha um
papel critico no funcionamento do sistema imunoldgico através da sintese das

poliaminas putrescina, espermina e espermidina (SIVASHANMUGAM et al., 2017).

As poliaminas sao metabdlitos catibnicos contendo dois ou mais grupamentos
amino e estao presentes ubiguamente em todas as células eucariéticas (PULESTON,
VILLA & PEARCE, 2017). Por serem protonadas em pH fisiolégico, podem interagir
com uma variedade de alvos celulares (WILLIAMS et al., 1997). A captacao celular e
o fluxo de poliaminas sdo pouco conhecidos. A maior parte das pesquisas com
poliaminas é voltada ao céancer, onde a regulacdo positiva da via de sintese é
conhecida por impulsionar a proliferacdo celular (CASERO JR & MARTON, 2007).
Outras fung¢des incluem adeséao celular, reparo da matriz extracelular e envolvimento
em processos especificos de sinalizacdo. As poliaminas podem se ligar rapidamente
a um numero de moléculas carregadas negativamente sob condi¢des fisiologicas,
incluindo &cido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA), adenosina
trifosfato (ATP), certos tipos de proteinas e fosfolipidios. Assim, desempenham um
papel no crescimento celular, proliferacdo, diferenciacdo, desenvolvimento,
imunidade, migracéo, regulagdo de genes, estabilidade do DNA e de proteinas (BAE
et al., 2018; WILLIAMS et al., 1997).
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No SNC, as poliaminas séo capazes de interagir com canais ibnicos e controlar
o potencial de membrana e a excitabilidade de grupos especificos de células. Elas
estdo envolvidas na ativacao, inibicdo e bloqueio dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) (LOMBARDI et al., 1993; WILLIAMS et al., 1997). As poliaminas também sao
capazes de bloquear subtipos especificos de receptores de cainato e de acido alfa-
amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPAr) (SOULET & RIVERS, 2003;
WILLIAMS et al., 1997).

A ativagdo excessiva dos receptores de aminodcidos excitatérios (NMDA,
cainato, AMPAr) pelas poliaminas pode levar a diversos danos celulares atraves do
fendbmeno de excitotoxicidade. A excitotoxicidade glutamatérgica esta envolvida em
danos ao SNC e em doencas neurodegenerativas (LIPTON & ROSENBERG, 1994).
Além disso, o influxo prolongado de calcio pode levar a uma despolarizacdo das
mitocbndrias, seguida pela dissociacdo do transporte de elétrons com a producao de
ATP. Entdo, a liberacdo de radicais livres inicia os danos excitotdéxicos, que quando
acumulados por longos periodos podem contribuir para episddios desmielinizantes e
morte neuronal (COYLE et al., 1993).

Esse processo pode estar na origem de varias doencas neurodegenerativas,
como a esclerose lateral amiotrofica (ELA) e doenca de Alzheimer (SOULET &
RIVERS, 2003). Em estudo de Inoue et al. (2013), detectou-se super-expressao da
enzima ornitina descarboxilase (ODC) e das moléculas de espermidina e espermina
no tecido cerebral afetado pela doenca de Alzheimer, através de analise

metabolémica post-mortem em cérebros de pacientes (INOUE et al., 2013).

Foi demonstrado que a administragcdo de uma grande dose de agonistas de
receptores glutamatérgicos resulta em aumento simultaneo da atividade da enzima
ODC e do conteddo de poliaminas no cérebro, bem como da morte neuronal
(LOMBARDI et al., 1993); a ativacdo de ODC induzida por toxinas foi anulada pelo
tratamento com MK-801, um bloqueador de receptor NMDA (REED & BELLEROCHE,
2000). Em outro estudo, o dano neuronal e o aumento da concentracdo de poliaminas
(principalmente putrescina) induzida por isquemia foi precedida pela ativagdo da ODC
(KOENIG et al., 1990).

Esses resultados sugerem que a elevagao das concentracdes extracelulares

de glutamato pode estimular os receptores a aumentar a atividade da ODC,
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requerendo maiores niveis de ornitina no cérebro, o que pode culminar na regulacéo
positiva das enzimas ornitina acetiltransferase (OAT) ou arginase (ARG), que geram
ornitina. Na Figura 17, sdo demonstradas as reacdes que contribuem para a

homeostase das poliaminas.

Figura 17 — Via de sintese das poliaminas.
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Fonte: PULESTON et al., 2017.

E possivel que niveis excitotoxicos de glutamato possam contribuir para o
aumento da concentracéo de poliaminas cerebrais observadas sob certas condi¢oes
patologicas. O aumento resultante na producdo de poliaminas pode entdo promover
a acao excitotoxica do glutamato nos receptores e fechar um circulo vicioso que pode

resultar em danos neuronais.
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Em relacé@o aos niveis de albumina no LCR, ndo houve diferenca significativa
nas diferentes concentracdes até 48 h apds a exposicao ao herbicida, como mostra a

Figura 18.

Figura 18 - Concentracdo de albumina no LCR de ratos expostos agudamente ao

glifosato.
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Os dados representam média + desvio padréo. Para a quantificacdo de albumina, considerou-se o
valor do controle como 100%. Diferencas entre os grupos (n = 2-4) foram analisadas estatisticamente
através de ANOVA, seguido de teste de Tukey.

Fonte: Autor, 2019.

A quantificacdo de albumina no LCR serve como um indice de integridade da
BHE; o aumento dos niveis dessa proteina no LCR pode indicar maior permeabilidade
da barreira (WONG et al., 2013, HLADKY & BARRAND, 2016). A disfuncéo da BHE é
uma consequéncia observada em muitas doencas, incluindo diabetes, epilepsia,
doencas de Parkinson e de Alzheimer, acidente vascular cerebral, entre outras; sendo
também verificada em modelos animais de dor crbnica e inflamacao intensa (ABOTT
et al., 2010; BANKS et al., 2016; YAMAZAKI & KANEKIYO, 2016). A permeabilizacéo
da barreira as proteinas plasmaticas é prejudicial ao tecido nervoso, causando
ativacado celular que pode levar a apoptose, além de outras consequéncias (ABOTT
et al., 2010).

A BHE previne a entrada de moléculas de alto peso molecular no SNC; em
geral, moléculas que ultrapassam a barreira por difusdo passiva tém peso molecular
menor que 500 Da (WONG et al., 2013). A molécula de albumina tem peso molecular
de 67 kDa (KENANOVA et al., 2010). Uma vez que a sintese de albumina n&o ocorre



52

no SNC maduro (GANROT & LAURELL, 1974), toda albumina encontrada no LCR é
derivada do soro sanguineo. Ademais, o contetdo proteico do LCR € muito menor que
o do soro, aléem de apresentarem composi¢cOes proteicas individuais diferentes
(ABOTT et al., 2016). No caso da albumina, por exemplo, o conteudo liquorico é cerca

de 200 vezes menor que o contetdo sérico (REIBER, 1994).

O resultado dos niveis de albumina no LCR (Figura 18) mostra que
provavelmente ndo houve dano a BHE resultante do tratamento realizado. Sendo
assim, pode-se inferir que a alteracdo nos niveis dos aminoacidos observada decorre
do préprio metabolismo cerebral, e ndo do transporte a partir do soro. Sabe-se que a
BHE restringe o influxo de alguns aminoacidos, incluindo os neurotransmissores
glutamato e glicina, mas permite o influxo rapido e passivo de muitos outros, como o0s
aminoécidos essenciais (HLADKY & BARRAND, 2016). Como os sistemas nervosos
central e periférico utilizam muitos dos mesmos neurotransmissores, a BHE ajuda a
manter separados os diferentes pools de neurotransmissores (BERNACKI et al.,
2008).

4.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO NO CORTEX,
HIPOCAMPO E ESTRIADO

As fatias de tecido cerebral sdo um modelo que permite a investigacdo de
mecanismos de maneira controlada em um sistema integro em que as conexdes
celulares estéo preservadas (HUMPEL, 2015). Considerando os achados prévios que
demonstraram aumento dos niveis de glutamato e aspartato no LCR 3 h apds os
animais terem sido tratados com herbicida a base de glifosato, os niveis de captacao
de glutamato foram testados em trés diferentes regides do tecido cerebral. Entretanto,
apos 3 h da exposicdo ao herbicida a base de glifosato, ndo héa alteracéo na captacdo
de glutamato em fatias de cortex, hipocampo e estriado, conforme demonstrado na

Figura 19.



53

Figura 19 — Efeitos da exposi¢cdo aguda de ratos ao glifosato na captagéo de
glutamato no cértex, hipocampo e estriado.
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Os dados representam média + desvio padrédo. Diferencas entre os grupos (n = 4) foram analisadas
estatisticamente através de teste T.

Fonte: Autor, 2019.

Os resultados dos niveis de glutamato no LCR sugerem que a exposi¢cado ao
glifosato pode levar a uma reducédo de funcéo astrocitaria em locais especificos do
cérebro, o que pode ter ocorrido em locais diferentes dos aqui testados (por exemplo,
outras regides corticais), fato associado a uma possivel maior liberacao de glutamato
por neurdnios N0s momentos mais iniciais apos a exposicdo. Adicionalmente, sendo
a funcéo fisioldgica astrocitaria de grande importancia para o funcionamento cerebral,
hipotetiza-se que apds 3 a 4 h ela ja tenha retornado aos valores normais, sendo
necessaria a verificacdo da captacdo logo apdés a exposicdo ao herbicida (por
exemplo, entre 1 e 2 h pOs exposicdo) para a melhor compreensdo dos niveis

liquéricos.

Para investigar se houve o estabelecimento de um quadro de reatividade
astrocitaria decorrente da exposicéo ao glifosato em 3 h, avaliou-se o imunocontetdo

de GFAP das regifes do cortex, hipocampo e estriado, como mostra a Figura 20.
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Figura 20 — Imunoconteudo de GFAP nas regifes do cortex, hipocampo e estriado

de ratos expostos agudamente ao glifosato.
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Os dados representam média + desvio padréo. Imagens abaixo dos graficos representam as bandas
das proteinas obtidas através da técnica de Western Blot. Diferen¢as entre os grupos (n = 3-4) foram

analisadas estatisticamente através de teste T. (U.A.: Unidades arbitrarias).

Fonte: Autor, 2019.

A GFAP desempenha um papel critico na funcdo astrocitaria, sendo regulada
positivamente em situacdo de danos ao SNC (BRENNER, 2014). Decorridas 3 h da
exposicao ao herbicida a base de glifosato, o imunocontetdo de GFAP néo foi alterado
nas regides analisadas, fato que pode estar relacionado ao curto periodo de tempo
transcorrido a partir da administragdo, visto que os complexos processos de
transcricdo e traducdo proteica podem levar horas para culminar em aumento

mensuravel na quantidade de proteina pela técnica de Western Blot.

Com o objetivo de investigar a liberacdo de aminoacidos pelas fatias, o liquido
da incubacdo prévia a captacdo de glutamato foi analisado. As Figuras 21 e 22

apresentam os resultados para os aminoacidos glutamato e aspartato.
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Figura 21 — Liberacdo do aminoacido glutamato pelo cortex, hipocampo e estriado
de ratos expostos agudamente ao glifosato.

Cortex Hipocampo Estriado
60+ 25+ 40 -
[ ]
s s ] S 30 e
=2 40- e 2
I g 157 T e
[} © © 20+
£ E E
8 g 107 g
5 207 E E
) O 5 © 104 I
[] L]
[ ]
0 1 1 D 1 1 D I I
& «0 & «0 g x0
&‘o & &‘o & &*o &
< o ® o ® o

Os dados representam média + desvio padrdo. Diferencas entre os grupos (n = 3-4) foram analisadas
estatisticamente através de teste T.

Fonte: Autor, 2019.

Figura 22 — Liberacdo do aminoacido aspartato pelo cértex, hipocampo e estriado de
ratos expostos agudamente ao glifosato.

Cortex Hipocampo Estriado
25 30- 15+
- L]
— 20- —_ —
= = s *
=2 =2 20+ = 104
o 151 ° S
g g g
g 101 . | 5
; Sl Bl ;-
< 5 < <
0 T T 0 T T 0 T T
@ 0 3@ g \@ $©
0‘@ .\0"0 <“‘° -x°"® 6“0 x°9®
® o P N S S

Os dados representam média + desvio padréo. Diferencas entre os grupos (n = 3-4) foram analisadas
estatisticamente através de teste T. *P < 0,05.

Fonte: Autor, 2019.

Pode-se observar que ndo houve aumento na liberagdo de glutamato e aspartato
nas fatias das regides analisadas, exceto por uma diminuicao significativa da liberagao
de aspartato no estriado dos animais tratados com glifosato. Cabe ressaltar que essa

analise foi realizada no tecido que ja havia liberado grandes quantidades desses
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aminoécidos no LCR e a menor liberacdo observada no estriado pode refletir o
esgotamento de aspartato nessa regido especifica cerca de 4 h apds a administracao
do herbicida. Flutuacdes fisiologicas nas concentracdes de aminoacidos nas
diferentes regides cerebrais podem ser contornadas pela sintese enddgena ou pelo
maior influxo a partir da BHE, entretanto aqui observamos alteragcées importantes na
concentracdo dos aminodcidos cerebrais, 0 que pode, ao longo da exposicéo cronica
ao glifosato, levar a danos neuronais e gliais pela superativacédo de receptores e pela

ativacao de rotas secundarias de sintese de compostos potencialmente neurotoxicos.

A liberacéo de ornitina durante a estabilizac&o das fatias apresentou um aumento
significativo nos animais tratados em todas as regides cerebrais analisadas, conforme
demonstra a Figura 23. O aumento dos niveis de ornitina corrobora com o resultado
anterior que mostrou teores elevados desse aminoacido no LCR. Ao contrario do
observado para o aspartato no estriado, as concentragdes de ornitina ndo foram
esgotadas apés 3 — 4 h de exposicdo ao herbicida, trazendo a tona a intrigante
possibilidade de que a exposicéo ao glifosato culmina na ativacédo de rotas de sintese
de ornitina, possibilitando maior substrato para a sintese de poliaminas cerebrais. Este
fato é descrito aqui pela primeira vez e pode ser um mecanismo bioquimico subjacente
a neurotoxicidade do glifosato e sua relacdo com o desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas.
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Figura 23 — Liberacdo do aminoacido ornitina pelo cortex, hipocampo e estriado de
ratos expostos agudamente ao glifosato.
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Os dados representam média + desvio padréo das fatias em HBSS com sédio. Diferencas entre os
grupos (n = 3-4) foram analisadas estatisticamente Teste T. *P < 0,05.

Fonte: Autor, 2019.

4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO BIOANALITICO

O método desenvolvido para quantificacdo de glifosato e AMPA permitiu uma
separacao cromatogréafica satisfatéria em amostras de LCR batizadas com os dois
analitos. A Figura 24 mostra o cromatograma do controle sem analitos, o qual foi
preparado conforme a sec¢éo 3.6.3, exceto pela adicdo de dgua ao invés das solucdes
de glifosato e AMPA. A seguir, a Figura 25 apresenta amostras de LCR batizadas com
glifosato e AMPA nas concentracdes de 10 a 500 ng/mL. Pode-se observar que nao
foi encontrado nenhum pico coeluindo com os analitos. Verificou-se que a partir de 27
min sao eluidos picos de componentes enddgenos que sofreram reacdo de
derivatizacdo ou picos relativos ao préprio derivatizante. A ordem de eluicdo dos

compostos foi glifosato em 12,3 min, seguido do AMPA em 17,9 min.



Figura 24 — Cromatograma representativo do controle sem adi¢do dos analitos.
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Figura 25 — Cromatograma representativo de amostras de LCR adicionadas de
glifosato (A) e AMPA (B) nas concentracdes (ng/mL): 10 (preto), 20 (rosa), 40 (azul
claro), 120 (violeta), 200 (verde), 300 (azul marinho) e 500 (marrom).
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Fonte: Autor, 2019.
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O método demonstrou ser linear na faixa de concentragées estudada (10 - 500
ng/mL) com coeficientes de determinacéo (r?) acima de 0,96 e de correlagéo (r) acima
de 0,98 para os dois analitos. As Figuras 26 e 27 mostram as curvas analiticas médias
obtidas, com as suas respectivas equacdes e os graficos dos residuos. O valor de y
representa as areas dos picos e 0 x representa a concentracdo teérica do analito,

expressa em ng/mL.

Figura 26 — Andlise de linearidade (A) e analise de residuos (B) do glifosato
derivatizado com FMOC-CI e analisado por CLAE-FL.
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Fonte: Autor, 2019.
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Figura 27 — Analise de linearidade (A) e andlise de residuos (B) do AMPA
derivatizado com FMOC-CI e analisado por CLAE-FL.
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Fonte: Autor, 2019.

Apesar dos coeficientes de determinacdo nao estarem acima de 0,99,
consideram-se aceitaveis os valores obtidos, tendo em vista que o método esta sendo
desenvolvido para a quantificacdo dos analitos em uma matriz biologica. Pode-se
fazer novos ajustes no modelo com restricao da faixa de concentracao, tendo em vista
gue o valor de 500 ng/mL apresentou alto desvio padréo para o glifosato (Figura 26A)
e AMPA (Figura 27A).

A regresséao linear foi empregada como teste estatistico para comprovar que y

varia em funcdo de x, o que é fundamental para a linearidade. A Tabela 1 mostra a
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andlise de variancia das regressoées lineares das curvas de glifosato e AMPA com
nivel de significancia de 5 %.

Tabela 1 — Analise de variancia da regressao das curvas de glifosato e AMPA.

Analito Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F F
variacéo liberdade Quadrados Médio calculado critico
Regresséo 1 2,71x1014 2,71x10%4
Glifosato Residuos 18 1,00x103 5,56x101! 486,99 4,42
Total 19 2,80x1014
Regresséao 1 1,43x1016 1,43x1016
AMPA Residuos 17 3,90x10% 2,29x1013 621,97 4,38
Total 18 1,47x1016

Fonte: Autor, 2019.

A significancia do modelo linear pode ser avaliada através do seguinte teste de

hipéteses, onde B1 € o coeficiente angular das retas:
Hu : f] =1
Hy: g #0.

Comparando-se o valor de F com o valor de F critico, toma-se a decisédo de
aceitar ou rejeitar a hipétese nula de que 8 = 0. Como F calculado = F critico, rejeita-
se a hipotese nula e assume-se que y varia efetivamente em funcédo de x e que o

método pode ser considerado linear e que os modelos de regresséo sao validos.

Os graficos de residuos representam a diferenca entre o valor encontrado de y
e o valor estimado pelo modelo (equacdo) em um determinado ponto. A analise visual
dos graficos gerados a partir de ajustes dos modelos lineares aos dados de calibracao
revela que os residuos gerados nao apresentam comportamento homoscedastico. De
maneira ideal, os pontos deveriam cair aleatoriamente em ambos os lados de zero,
sem padrdes reconheciveis nos pontos e aleatoriamente dispersos. Esse
comportamento pode se dar devido ao alto desvio padrao observado na concentragéo

de 500 ng/mL, o que pode indicar falta de ajuste do modelo nessa faixa.
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Os dados de precisdo do método, obtidos da andlise de amostras de CQB,
CQM e CQA em LCR encontram-se apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Precisédo (% CV) para a determinacéo de glifosato e AMPA.

, Glifosato AMPA
Conc. Nominal
Conc. Experimental Conc. Experimental
(ng/mL) CV (%) CV (%)
(ng/mL) (ng/mL)
20 17,01+ 191 11,2 15,91 + 0,13 0,8
120 51,24 £ 2,76 54 112,51 + 4,87 4,3
500 390,21 + 6,45 1,7 431,91 + 30,29 7,0

Fonte: Autor, 2019.

A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado. Os valores de CV encontram-se dentro do limite de 15 %, consideravel
satisfatorio para a analise das amostras de baixa, média e alta concentracdo (EMA,
2012; FDA 2018).

E importante evidenciar que n&o se fez uso de padréo interno (PI). Previamente
foram testadas 50 diferentes moléculas com intuito de encontrar uma que pudesse ser
utilizada como PI, com fluorescéncia intrinseca e também que derivatizavam com
FMOC-CI; entretanto, nenhuma molécula pode ser detectada nos comprimentos de

emissao e excitacao utilizados neste método.

A utilizacao de PI é facultativa quando a qualidade dos resultados das amostras
analisadas ndo € comprometida. Em seus estudos, Wang et al. (2016) desenvolveu
um meétodo para determinacao de glifosato e AMPA em agua do mar por CLAE-FL e
nao fez a utilizacdo de PI, o que ndo comprometeu a qualidade de seus resultados. O
método desenvolvido apresentou a linearidade, precisdo e exatiddo dentro dos

critérios estabelecidos por 6rgaos internacionais (WANG et al., 2016).

O presente estudo propde desenvolver uma metodologia capaz de quantificar
glifosato e AMPA em amostras de LCR de modo a avaliar a toxicocinética desses

compostos no cérebro. O trabalho encontra-se em desenvolvimento, e por tratar-se
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de uma metodologia inédita, a etapa de otimizacdo do método exigiu maior dedicacdo
de tempo durante a realizacao desse estudo. Sendo assim, ainda se faz necessaria a
finalizacdo da validacdo com a andlise completa dos parametros de seletividade,
precisdo, exatidao, limite de quantificacao, limite de deteccao, eficiéncia de extracao,

integridade da diluicao, estabilidade e robustez.
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5 CONCLUSAO

Em virtude dos resultados apresentados, pode-se observar que a exposicado de
ratos Wistar ao herbicida a base de glifosato promoveu alteragdo no metabolismo dos
aminoacidos no cérebro, gerando teores elevados de glutamato, aspartato e ornitina
no LCR. Apesar disso, ndo houve diminuicdo da captacéo de glutamato nas regides
testadas, nem indicios de reatividade astrocitaria (considerando a expressdo de
GFAP) 3 h apés a exposicdo ao herbicida. Destaca-se o fato de que o metabolismo
da ornitina estd fortemente ligado ao processo de toxicidade. Em vista disso, mais
estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos bioquimicos envolvidos.

Juntamente a investigacao dos efeitos do glifosato no cérebro dos animais, uma
metodologia bioanalitica para quantificar o glifosato e seu metabdlito AMPA no LCR
esta sendo desenvolvida. Até o0 momento, a validacdo parcial indicou que o método
tem boa linearidade, € sensivel e preciso. Nesse contexto, posteriormente seré
possivel investigar se o glifosato é capaz de ultrapassar a BHE, além de estudar sua
toxicocinética cerebral.

Este estudo € de extrema importancia para o entendimento dos mecanismos
nocivos do glifosato no cérebro, e trouxe contribuicdes inéditas para a compreensao
de mecanismos bioquimicos relacionados a neurotoxicidade do glifosato. Mais
evidéncias que suportem politicas de reducdo ou eliminacdo do uso de agrotoxicos
devem ser encorajadas para que o0 consumo destes produtos seja melhor controlado
pelos 6rgdos competentes, visto o grande risco a saude decorrente da exposicdo aos

mesmos.
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6 PERSPECTIVAS

Pode-se sugerir 0s seguintes trabalhos associados a esta pesquisa, em

decorréncia dos resultados obtidos:

e Desenvolvimento do método bioanalitico para quantificacdo de glifosato e
AMPA em soro sanguineo;

e Finalizacdo da validacdo do método bioanalitico para os dois fluidos biolégicos
(liquido cefalorraquidiano e soro) e aplicacdo do método em ratos tratados
com herbicida a base de glifosato;

e Avaliacdo do impacto neuroquimico e comportamental da ingestdo de
herbicida a base de glifosato no SNC de ratos, através de tratamento
subcrénico nos niveis da ingestao diaria aceitavel (IDA) de glifosato;

e Realizacao de estudo controle com os adjuvantes do herbicida;

e Estudar o papel da via das poliaminas na mediacdo da neurotoxicidade do
glifosato;

e Investigacao da liberacdo neuronal de glutamato e da geracdo de espécies
reativas em curto periodo de exposicao ao glifosato;

e Investigacdo in vitro dos mecanismos neurotéxicos do glifosato em cultura
priméria de astricitos de ratos adultos e neonatos através de marcadores do

metabolismo energético, equilibrio redox e neuroinflamacéo.
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