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RESUMO

O consumo deliberado de agrotéxicos traz consequéncias preocupantes ao
meio ambiente e a salude humana. Uma potencial correlacdo entre a exposicéo
materna ao glifosato durante a fase perinatal e pés-natal e os efeitos adversos em
curto e longo prazo tem sido investigado. Este estudo analisou como a exposicdo ao
glifosato no periodo gestacional afeta a funcdo vascular na prole, observando a
influéncia da idade e do estresse oxidativo. Ratas Wistar prenhas foram expostas a
uma solucdo contendo uma formulagcdo comercial de glifosato por gavagem. As
analises de reatividade vascular, presséo arterial e histoldégica foram realizadas em
seus descendentes machos com 6 e 12 meses de idade (O-GHB). O grupo controle
(O-COM) recebeu igual volume de solugcdo salina. Os grupos O-GHB néo
apresentaram alteragcdes na pressdo arterial e na andlise histolégica da aorta em
relacdo ao grupo controle. Houve prejuizo no relaxamento dependente do endotélio
€ um aumento expressivo na contracdo induzida por fenilefrina na presenca de L-
NAME nos animais O-GHB. Este relaxamento melhorou nos ratos O-GHB com a
presenca do TEMPOL em ambas as idades e a indometacina provocou aumento na
amplitude de relaxamento. ISso sugere que a exposi¢do materna ao glifosato resulta
em estresse oxidativo e aumento da sintese de fatores vasoconstritores. Os
resultados reforcam que o estresse oxidativo durante o periodo perinatal e pos-natal
contribui para o desenvolvimento de alteracdes vasculares da prole na idade adulta e
revelam que 0s niveis atuais considerados seguros para exposi¢cdo ao glifosato
merecem maiores investigacoes, principalmente durante a gravidez.

Palavras-chaves: Glifosato. Programacéo fetal. Estresse oxidativo. Disfuncéo
endotelial. Reatividade vascular.



ABSTRACT

The deliberate consumption of pesticides has worrying consequences for the
environment and human health. A potential correlation between maternal exposure to
glyphosate during the perinatal and postnatal phase and short-term and long-term
adverse effects was investigated. This study analyzed how exposure to glyphosate
during pregnancy affects the vascular function of the offspring, observing the
influence of age and oxidative stress. Pregnant female Wistar rats were exposed to a
solution containing a commercial formulation of glyphosate by gavage. Vascular
reactivity, blood pressure and histological analyzes were performed on their male
pups at 6 and 12 months of age (O-GHB). The control group (O-COM) received an
equal volume of saline solution. The O-GHB groups did not present alterations in
blood pressure and in the histological analysis of the aorta in relation to the control
group. There was impairment in endothelium-dependent relaxation and a significant
increase in phenylephrine-induced contraction in the presence of L-NAME in O-GHB
animals. This relaxation improved in O-GHB rats with the presence of TEMPOL at
both ages and indomethacin caused an increase in the amplitude of relaxation. This
suggests that maternal exposure to glyphosate results in oxidative stress and
increased synthesis of vasoconstrictor factors. The results reinforce that oxidative
stress during the perinatal and postnatal period contributes to the development of
vascular alterations in offspring in adulthood and reveal that current levels considered
safe for exposure to glyphosate deserve further investigation, especially during
pregnancy.

Keywords: Glyphosate. Fetal programming. Oxidative Stress. Endothelial
Dysfuntion. Vascular reactivity.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos ou pesticidas sdo uma das poucas substancias toxicas
liberadas no meio ambiente para matar organismos vivos, por exemplo, ervas
daninhas (herbicidas), insetos (inseticidas), fungos (fungicidas) e roedores
(rodenticidas) (WHO, 1990). Apresentam amplo uso podendo ser utilizados na
saude publica para o controle de vetores de doencas (malaria e dengue),
plantas indesejadas em paisagismo de parques e jardins, na inddstria para suprimir
ou evitar a proliferacdo de insetos, pragas, bactérias, fungos e algas em
equipamentos elétricos e em materiais de embalagem de alimentos, e sobretudo,
nas atividades agricolas onde encontra-se o maior consumidor dessas substancias,
com cerca de 85% da producdo mundial usando para controle quimico das varias
pragas que atingem as mais variadas culturas (GILDEN; HUFFLING; SATTLER,
2010).

No levantamento feito pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA)
em 2009, o Brasil aparece em sexto lugar como 0 pais que mais consome
agrotoxicos (SILVA, 2022). Nesse contexto, merece destaque o herbicida Glifosato
Roundup®, como o mais consumido no Brasil com 195.056 toneladas
comercializados em 2018, composto majoritariamente de glifosato (sais de
isopropilamina de glifosato) como ingrediente ativo, polioxietilamina (POEA) como
surfactante na férmula comercial e outras substéncias usadas para auxiliar na
estabilidade e penetragéo do pesticida na planta (RELYEA, 2005).

O ¢lifosato pertence a classe dos organofosforados e ao grupo quimico das
glicinas substituidas, com o nome quimico de N-(fosfonometil) glicina, seu
mecanismo de acdo € caracterizado pela inibicdo especifica da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase, essencial na biossintese de aminoacidos
aromaticos essenciais para as células vegetais, fungos e algumas bactérias (DE
AMARANTE JUNIOR et al.,, 2002). Como essa via ndo é encontrada em insetos,
aves, peixes, mamiferos, tornou-se uma das alegacdes para seu presumivel baixo
risco & satde humana, e continuidade de sua utilizagdo nas lavouras (ANADON et
al., 2009).

Contudo, resultados de pesquisas realizadas com glifosato o e/ou suas
formulacdes e seus efeitos sobre a saude humana, tem gerado controvérsias no
meio cientifico (CATTANI et al., 2017; DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013;
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KIMMEL et al.,, 2013). Seus residuos sdo frequentemente encontrados no meio
ambiente (solo, agua e alimentos), mas pouco se sabe sobre o impacto de doses
subletais do glifosato na satde humana e no meio ambiente e, embora haja medidas
estabelecidas para seu uso seguro, seus padrfes atuais de seguranca tém sido
guestionados no mundo todo. Evidéncias cientificas demonstram que a exposicéo a
formulacdes comerciais a base de glifosato resulta em estresse oxidativo (CATTANI
et al., 2017; MILIC et al., 2018), alteracdo no ciclo celular (MARC; MULNER-
LORILLON; BELLE, 2004a), na cadeia transportadora de elétrons (PEREIRA et al.,
2020), genotoxicidade (MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013a), dano hepético
(LARSEN et al., 2014), desregulacdo enddcrina (HASS et al.,, 2012a), além de
correlacdo com doencas neurodegenerativas (WANG et al., 2011), excitotoxicidade
glutamatérgica (CATTANI et al., 2017b) e alteragcdes no comportamento (AIT-BALI et
al., 2020; PU et al., 2020).

No sistema cardiovascular, € bem descrito na literatura que pesticidas
pertencentes a mesma classe quimica do glifosato, os organofosforados, levam a
alteracOes das propriedades mecanicas da artéria aorta devido a degeneracao das
fibras colagenas e de elastina da parede vascular (YAVUZ et al., 2005), aumento da
pressdo arterial sistdlica e diastolica (WAREMBOURG et al.,, 2019), arritmias
(GRESS et al., 2015a), peroxidacéo lipidica (LARSEN et al., 2012) e reducédo da
biodisponibilidade de oxido nitrico (NO) resultado do desbalanco REDOX pelo
aumento de anion superéxido e peréxido nitrito que implica em prejuizo da funcao
endotelial pela predominancia dessas espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(CASARES; MANTIONE, 2006; YAVUZ et al., 2005).

No que se refere aos efeitos do glifosato poucos sédo os estudos. Song et al.
(2012) demonstrou em células cardiacas de rato que a exposicdo ao glifosato em
baixas doses promovia dano mitocondrial e induzia apoptose e necrose. Em outro
estudo, Daruich, (2001) mostrou inativacdo de enzimas como 0 isocitrato
desidrogenase e a glicose-6-fosfato desidrogenase em coracdo isolado de ratas
wistar e de seus fetos apos tratamento por 21 dias com glifosato na agua de beber e
Chan et al. (2007) demonstrou redugédo do relaxamento em aorta de ratos quando
incubadas diretamente com o glifosato no banho de 6rgéos. Entretanto, ndo existem
estudos que tenham avaliado especificamente os efeitos da exposi¢do crbnica ao
glifosato sobre a reatividade vascular, alteracbes do balanco REDOX tecidual em

artérias e sua possivel relacdo com o surgimento de doencas cardiovasculares.
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Adicionalmente, o conceito de fetal programming (“programacéo fetal”’) sugere que o
feto pode ser programado durante o desenvolvimento intrauterino para desenvolver
doencas na vida adulta, e tem sido utilizado como uma das bases para o
conhecimento da origem de algumas doencas cronicas, como € o0 caso das doencas
cardiovasculares (LANGLEY-EVANS; GARDNER; WELHAM, 1998).

As alteracbes no ambiente intrauterino trazem consequéncias ao
desenvolvimento fetal (FATIMA CAVANAL et al., 2007)e em seus mecanismos de
regulacdo homeostatica, que pode gerar em longo prazo, o desenvolvimento de
doencas cronicas, como por exemplo, as doencas cardiovasculares. Encontra-se na
literatura evidéncias cientificas que demonstram os efeitos crénicos causados pela
exposicdo ao glifosato em baixas doses no periodo gestacional: desordens
neurocomportamentais (GALLEGOS et al.,, 2016), desregulacdes enddcrinas e
reprodutivas (HASS et al., 2012b)e alteracdes dos parametros hepéticos (BEURET;
ZIRULNIK; GIMENEZ, 2005) sdo algumas consequéncias.

Uma potencial correlagdo entre a exposicdo materna ao glifosato durante a
fase gestacional e efeitos adversos em curto e longo prazo tem sido investigado:
aborto, mas formacgdes, baixo peso ao nascer e até alteragcbes neuroldgicas e
comportamentais na fase adulta sdo algumas das consequéncias (BALDI et al.,
2011; KIM; KABIR; JAHAN, 2017; WICKERHAM et al, 2012). No sistema
cardiovascular esses efeitos adversos também se expressam, com alteracfes
eletrofisiologicas que resultam em arritmias do coracdo e presenca de transposicao
de grandes artérias em criancas que foram submetidas a presenca de herbicidas
durante a fase uterina. Entretanto, no que se refere ao sistema cardiovascular séo
escassas as evidéncias na literatura que relacionem exposicdo in utero ao glifosato
com o aparecimento de alteracfes cardiovasculares, principalmente que investiguem
provaveis alteracdes em longo prazo da funcao e de seu equilibrio oxidativo no leito
vascular na fase adulta, mas ocorrem algumas alteragcbes como fator de risco para
doenca arterial coronariana (PAN et al., 2017), alteracdes eletrofisiolégicas diretas e
arritmias em ratos e coelhos (GRESS et al., 2015a) e anormalidades estruturais no
atrio e ventriculo (ROY et al., 2016).

Assim, esse estudo teve como objetivo investigar as possiveis alteracbes

histologicas, da presséo arterial e da reatividade vascular em aorta toracica de ratos
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adultos descendentes de ratas expostas ao herbicida glifosato-Roundup® durante a

fase intrauterina e perinatal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PESTICIDAS: UM BREVE HISTORICO

Os pesticidas sdo uma das poucas substancias toxicas sédo deliberadamente
usadas no meio ambiente para matar organismos vivos (MATTHEWS, 2006).
Apresentam amplo uso podendo ser utilizados na saude publica para o controle de
vetores de doencas (malaria e dengue), plantas indesejadas em paisagismo de
parques e jardins, Uteis na indUstria para suprimir ou evitar a proliferacdo de insetos,
pragas, bactérias, fungos e algas em equipamentos elétricos, refrigeradores, tinta,
carpetes, papel, papeldao e materiais de embalagem de alimentos, e sobretudo, nas
atividades agricolas, usado para controle quimico das varias pragas que atingem as
mais variadas culturas(GILDEN; HUFFLING; SATTLER, 2010).

O uso de compostos quimicos na luta contra pragas e doencas no setor
agropecuario € uma pratica habitual antiga, concomitantemente ao surgimento da
agricultura. O acometimento de doencas nas plantas ocasionou uma grande perda
no rendimento do cultivo, surgindo a necessidade de encontrar alternativas para
vencer esse problema(GALDIANO et al.,, 2021). Desse modo, o emprego de
compostos inorganicos como compostos sulfurados, derivados do arsénio, cloreto de
mercurio e sais de cobre, além do uso de compostos organicos com propriedade
pesticida como a nicotina, a rotenona ou o pyretrum foram inicialmente usados em
meados do século XIX (NUNES; RIBEIRO, 1999).

Apenas no século seguinte, em 1930, houve a introducdo no mercado dos
primeiros pesticidas organicos sintéticos. Entretanto, foi em 1939 que o quimico
suico Paul Mduller percebeu que a substancia diclorodifeniltricloroetano (DDT),
sintetizada por um estudante de quimica alemao, era amplamente eficiente e o
transformou em inseticida, sendo a substancia pioneira no controle de pragas
agricolas, além de reduzir doencas como malaria, febre amarela e tifo. Essa
descoberta levou Miller a ganhar Prémio Nobel de Medicina em 1949 (GALDIANO
et al., 2021; NELDSON MARCOLIN, 2002).

Nos anos 1940, a sintese de pesticidas acelerou apos a descoberta do DDT e
de outros compostos como o hexacloro benzeno (BHC) e os organofosforados.
Esses produtos tinham algumas caracteristicas favoraveis para a producao agricola,

como uma atividade de amplo espectro, eficacia e baixo custo, e, para suprir a alta



15

demanda de consumo, a comercializacdo desses produtos aumentou de forma
exponencial.

Durante a década de 50, a industria e os consumidores ndo consideravam 0s
possiveis riscos a salude que o uso desses compostos poderia trazer, jA que 0s
ganhos estavam sendo positivos, a comida se tornou mais acessivel e era possivel
atender as exigéncias de aumento da produtividade agricola, parecendo impossivel
atingir isso sem o0 uso de pesticidas. Desse modo, com o conhecimento de que 0s
pesticidas podem reduzir danos causados pelas pragas agricolas e com a crescente
formulacdo, producdo e comercializagdo de novos agroquimicos, 0 Seu Cconsumo
aumentou no mundo todo. Em 30 anos, a producdo mundial de pesticidas passou de
0,13 milhdo de toneladas para 1,8 milhdes de toneladas, em 1975. Entre 1970 e
1980, o governo chinés generalizou o uso de pesticidas, para aumentar a
produtividade agricola e, como resultado, tornou-se um dos paises mais afetados por
contaminacao (NUNES; RIBEIRO, 1999).

Infelizmente, o uso de agrotoxicos ocorre de modo indiscriminado e intensivo.
E sabido que a aplicacdo de pesticidas nas atividades agricolas traz beneficios
imediatos sobre a produtividade. Por outro lado, ha uma preocupagdo sobre 0s
efeitos prejudiciais que estes produtos podem ocasionar a saude humana e ao meio
ambiente. O uso indiscriminado de pesticidas sintéticos, seja por falta de informacéo
basica por parte dos agricultores ou pela utilizacdo de equipamentos obsoletos
durante a pulverizagdo, traz consequéncias sérias (LOPES et al., 2021; TAVARES et
al.,, 2020). Ainda, a falta ou a nao utilizacdo adequada dos equipamentos de
protecdo individual (EPI) e a precariedade dos mecanismos de vigilancia sanitaria
também sdo responsaveis pelas intoxicacbes provocadas pelos agrotoxicos.

No entanto, a resisténcia das pragas aos pesticidas tem como consequéncia o
aumento na frequéncia de aplicacdo desses produtos e esse uso generalizado e
intensivo aumenta o risco de intoxicacdo. Com isso, danos a plantas e animais nao-
alvo, contaminagdo ambiental, “contaminacdo de mananciais, do solo, do ar,
intoxicagao de trabalhadores rurais e da populagdo em geral” e dentre os efeitos na
saude humana, como a ‘“infertiidade, impoténcia, abortos, malformacoes,
neurotoxicidade, distarbios cognitivos e comportamentais, neuropatia e desregulacéo
hormonal” sdo cada vez mais frequentes (TAVARES et al.,, 2020a). Segundo o
Sistema Nacional de InformagBes Toxicolégicas (SINITOX), no Brasil a segunda

causa de acidentes toxicos registrados € por pesticidas, além de serem os maiores
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responséveis pela letalidade por intoxicagcbes (BOCHNER, 2007; OLIVEIRA et al.,
2005).

O relatorio feito pela Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacédo e
Agricultura (FAO) em 2013 compara o valor investido em pesticidas pelos 20
maiores mercados globais atribuindo 3 rankings e o Brasil lidera um deles, o de
ndameros absolutos, sendo o pais que mais gastou com agrotdéxico no mundo
(BOMBARDI, 2017). Em 2020, o Brasil encontra-se como o segundo maior
consumidor de pesticidas em todo mundo, com 311 mil toneladas consumidas
(FERNANDEZ, 2022).

O mercado mundial de agroquimicos movimentou cerca de 52 bilhdes de
dolares em 2010 e 7 bilhdes de ddlares no Brasil. Dos pesticidas, os herbicidas tém
sido os mais comercializados, sendo 29% das vendas representado pelo glifosato.
Em 2017, os estados de Mato Grosso e Sdo Paulo comercializaram individualmente
100.638 e 77.232 toneladas, respectivamente. No total, 518.564 toneladas de
agrotoxicos foram comercializadas em 2017, um aumento expressivo, visto que em
2014 as vendas néo ultrapassaram as 400.000 toneladas (TAVARES et al., 2020b).
O consumo do herbicida glifosato no Brasil tem aumentado consideravelmente e a
sua venda no pais corresponde a mais da metade do total de agrotoxicos

comercializados.

2.2 GLIFOSATO

E um herbicida ndo seletivo, sisttmico e pds emergente — classificacdo
segundo o modo de aplicacdo do agroquimico que é realizada ap0s a emergéncia de
plantas daninhas e antes que estas interfram na cultura. Representa 60% do
mercado mundial de herbicidas e € o principio ativo presente em diversos defensivos
agricolas. Ficou conhecido em 1970, quando a Monsanto — empresa que hoje
pertence a Bayer — desenvolveu um poderoso herbicida contendo o glifosato como
principal ativo. Em 1990, as vendas do herbicida alavancaram apds a empresa
lancar uma linha de sementes transgénicas resistentes ao glifosato. O glifosato
possui elevada eficiéncia na eliminagdo de ervas daninhas, aquelas que nascem
espontaneamente no meio da lavoura e prejudicam a producdo agricola. Além dessa
funcdo, também pode ser usado como dessecante quando o produtor deseja

antecipar a colheita, pois tem acdo de uniformizacdo da lavoura ainda verde
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(CARNEIRO et al., 2015).

A molécula de glifosato foi sintetizada pela primeira vez por Henri Martin de
Cilag em 1950 como sendo uma substéncia farmacéutica em potencial, mas
somente em 1970 foi descoberta a sua atividade herbicida por John E. Franz (RIEG,
2016a). Trés tipos de glifosatos sdo comercializados, o glifosato-isopropilaménio, o
glifosato-sequisodio (patenteados pela Monsanto e vendidos como Roundup®) e o
glifosato-trimesium (patenteado por ICI, atual Syngenta).

E um herbicida pertencente ao grupo dos aminodcidos fosfonados, com
férmula molecular C3sHsNOsP (m.m. = 169,1 g/mol) e, na forma de sal do
isopropilaménio, tem acréscimo do grupo (CHs)2CHNHa+ (m.m. = 228,2 g/mol). Possui
alta solubilidade em agua (12g/L, 25°C) e é pouco soluvel em solventes organicos,
como acetona e etanol, entre outros. Em temperatura ambiente é apresentado sob
forma de sais cristalinos, é incolor e inodoro (GOMES, 2020; POSSIDONIO DE
AMARANTE JUNIOR; RODRIGUES; SANTOS, 2002)

O mecanismo de acdo do glifosato € a inibicho competitiva da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS) da via metabdlica do acido
chiguimico, impedindo a sintese de alguns aminoacidos essenciais para o
crescimento das plantas. A acdo da enzima EPSPS é fundamental na producédo do
intermediario corismato, necessario para a biossintese dos aminoacidos aromaticos,
fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 1). Com a inibicdo da biossintese desses
aminoacidos aromaticos, provocado pelo uso do glifosato, a sintese proteica é
afetada ocasionando morte das células vegetais (RIEG, 2016b).

O ¢lifosato é utilizado como ingrediente ativo em mais de 750 diferentes
herbicidas e pelo menos 91 empresas distribuidas em 20 paises sdo responsaveis
pela sua fabricagdo. A formulacdo Roundup® contém em sua composi¢cdo o sal de
isopropilamina de glifosato como ingrediente ativo e como surfactante predominante
na formula comercial esta o polioxietilamina (POEA), além de outros aditivos, como
alguns conservantes. A preparagao comercial Roundup® tem uma maior toxicidade
e, estudos sugerem que, os aditivos na formulagédo desempenham um sinergismo na
toxicidade do agrotoxico, podendo potencializar o seu efeito danoso as células
(BENACHOUR; SERALINI, 2009).
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Figura 1. Mecanismo de ac¢éo do glifosato.
Fonte: adaptado de RIEG, 2016.

Alguns estudos demonstram que a exposicdo a formulagbes contendo
glifosato gera toxicidade para diversos tipos de células em diferentes espécies,
incluindo as células humanas. Mendez, Ordofiez-Betancourth & Abrahams (2021) numa
revisao de literatura sobre os efeitos da exposi¢édo ao glifosato na saude reprodutiva,
concluiram que houve toxicidade do glifosato na reproducédo e no desenvolvimento,
com consequéncias relevantes para a saude de maes, fetos e filhos, em modelos
animais e estudos in vitro, mesmo depois de varias geracdes apis a exposicao.

Com relagdo aos aspectos toxicologicos do herbicida glifosato, ele é irritante
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dérmico e ocular e pode causar danos hepaticos (RIEG, 2016b) e renais quando
ingerido em doses elevadas. A toxicidade aguda do glifosato é considerada baixa. A
dose letal mediana (LDso) oral do glifosato puro em ratos € de 4.230 mg/kg, segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2016). J4 a Monsanto, atual fabricante do
herbicida, classifica a LDs oral em ratos em 5.000 mg/kg. A toxicidade baixa do
glifosato em animais pode ser atribuida ao seu mecanismo de acdo que ocorre na
rota metabdlica do acido chiquimico apenas em células vegetais. Mas, estudos
evidenciam a interferéncia do glifosato sobre as fun¢des enzimaticas de animais,
causando a diminuicdo de suas atividades. Além disso, os adjuvantes e
conservantes presentes na formulagdo dos herbicidas podem contribuir para o efeito
toxico (DE AMARANTE JUNIOR et al.,, 2002; HAAS; HOEHNE; KUHN, 2018;
WALSH et al., 2000).

Ainda que a toxicidade aguda do glifosato seja baixa, alguns estudos sugerem
gue o herbicida pode causar defeitos crébnicos em ratos, como perda de peso,
descarga nasal, morte de matrizes gravidas e distarbios digestivos (DE LIZ
OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013; WALSH et al., 2000). Em ratos Wistar houve
retardo no desenvolvimento do esqueleto fetal causado pelo glifosato-Roundup®,
comprovando o efeito toxico sobre o desenvolvimento fetal em exposi¢cdes agudas
induzidas com doses orais diarias no periodo gestacional (DALLEGRAVE et al.,
2003).

Observa-se a elevada dosagem do glifosato na pulverizagdo das lavouras e,
em consequéncia da resisténcia de ervas a esse agente quimico, ha a necessidade
de tal aumento. Desse modo, ocorre o acumulo do herbicida no solo e na prépria
cultura vegetal que o ser humano posteriormente ira ingerir (HAAS; HOEHNE;
KUHN, 2018). O acido aminometilfosfonico (AMPA) é o segundo metabdlito do
glifosato e este foi encontrado em alta concentragdo nas folhas e nos caules novos
da planta (DE AMARANTE JUNIOR et al., 2002). A presenca de residuos na colheita
resulta na exposicdo humana ao agrotoxico via alimentacdo. No ambiente, as
concentragbes mais altas s@o encontradas no solo e sua meia-vida é de
aproximadamente 28 dias, chegando a 90% da biodegradagdo em 90 dias. Quando
o glifosato entra em contato com solo, ele tende a ser inativado, pois apresenta alta
capacidade de adsorcédo pelos minerais do solo. Assim, forma quelatos de ligacao

forte e € degradado pelos microrganismos presentes no solo (SANTOS, 2011).
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2.3 GLIFOSATO E EFEITO NOS HUMANOS

Pouco se sabe sobre o impacto de doses subletais do glifosato na saude
humana e no meio ambiente e, embora haja medidas estabelecidas para seu uso
seguro, seu padréao atual de seguranca tem sido questionado no mundo todo. Myers
et.al, (2016) demonstrou preocupacdes sobre o uso do glifosato e o0s riscos
associados a sua exposi¢ao, onde foi relatado um namero consideravel de estudos
epidemiolégicos e em modelos experimentais publicados na Ultima década
demonstrando a toxicidade do glifosato. Corroboram com isso, uma quantidade
ampla de evidéncias na literatura recente demonstrando que a etiologia de distarbios
cardiovasculares e outras alteragfes biologicas, principalmente de ordem enddécrina,
pode ser explicada pela exposicdo a formulacdo comercial Roundup®, devido ao
efeito sinérgico entre o glifosato e os outros produtos contidos na férmula (DE LIZ
OLIVEIRA CAVALLI et al, 2013; EL-SHENAWY, 2009; MARC; MULNER-
LORILLON; BELLE, 2004b; SPINACI et al., 2022). Tais aditivos sdo considerados
inertes pelo fabricante, mas a literatura demonstra que as formulacées comerciais
tém mais efeitos negativos em células humanas (MESNAGE; BERNAY; SERALINI,
2013b) do que quando expostas ao glifosato de maneira isolada (MALATESTA et al.,
2008; TORRES-BADIA et al., 2021; VANLAEYS et al., 2018).

Foram observados em casos acidentais e suicidas, intoxicacdo aguda apos a
ingestao de formulacbes a base de glifosato. Em situacdes de envenenamento, 0s
sintomas mais comuns observados foram ulceracdes orofaringeas, nauseas,
vomitos, angustia respiratéria, arritmia cardiaca, hipercalemia, insuficiéncia renal,
toxicidade hepatica e alteracbes no estado de consciéncia, além de morte em casos
em que a exposicao foi com uma maior dose do glifosato. Os sintomas acima foram
registrados por Zouaoui et al. (2013) em seu estudo descritivo sobre as
caracteristicas clinicas da exposicdo ao glifosato, além da determinacdo das
concentracfes do herbicida no sangue e na urina. Num periodo de 7 anos, entre
2002 e 2009, eles atenderam 13 casos de intoxicacdo por glifosato e em registros
observacionais clinicos e coletas de sangue e urina, classificou os pacientes de
acordo com a gravidade da intoxicagao.

Outras alteracdes bioldgicas sdo observadas apds a exposicdo ao Roundup®,
como estresse oxidativo (DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013) alteracdes no ciclo
celular (MARC et al., 2002), na cadeia transportadora de elétrons (PEIXOTO, 2005;
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SAMSEL; SENEFF, 2015), danos citogenéticos (LUEKEN et al., 2004), danos em
células hepaticas (BENEDETTI et al., 2004), desregulacdo enddcrina (CLAIR et al.,
2012), fator de risco para autismo (SAMSEL; SENEFF, 2015), entre outros.

Song et al. (2012) demonstrou em células cardiacas de rato que a exposi¢ao
ao glifosato em baixas doses promoveu dano mitocondrial e induziu a apoptose e
necrose. Esses resultados foram relevantes para explicar a instabilidade
cardiovascular em individuos que sofreram intoxicacdo aguda por glifosato. Daruich,
Zirulnik & Sofia Gimenez (2001) demonstraram a inativagéo de enzimas como isocitrato
desidrogenase e glicose-6-fosfato desidrogenase em coracao isolado de ratas wistar
e de seus fetos apos tratamento por 21 dias com glifosato na agua de beber.

No sistema cardiovascular, os efeitos da exposi¢cao a formulagcdo Roundup®
levam a alteracOes das propriedades mecénicas e um risco aumentado para o
desenvolvimento de placas aterogénicas, como demonstra Maia (2020) em seu
estudo com ratos para avaliar os efeitos cardiovasculares da exposi¢cao subcronica
por via oral e inalatéria a um herbicida com glifosato em sua formulacdo. Ele
observou um aumento na incidéncia de formacdo de estrias de colesterol, lesao
inicial da aterosclerose, nos grupos expostos ao glifosato. Aumento das camaras
cardiacas de ratos (FERREIRA ROS et al., 2020), alteracdes eletrofisioldgicas e
arritmias em testes em ratos utilizando tecidos ventriculares direitos (GRESS et al.,

2015b, 2015c) sédo alguns efeitos cardiacos descritos na literatura.

2.4 ACOES EPIGENETICAS DO GLIFOSATO

A epigenética estuda 0os mecanismos que envolvem a interagdo de fatores
externos que modificam 0s genes e tais caracteristicas sdo passadas para as
proximas geracfes. Essa modificacdo ndo altera a sequéncia do DNA, mas ha
alteracOes epigenéticas, como a metilacdo do DNA, modificacdo das histonas e
empacotamento da cromatina. Por exemplo, um individuo que tem um estilo de vida
saudavel ter& um epigenoma diferente de alguém com um estilo de vida ruim
(BARBOSA et al., 2021; LOBO, 2021). Essas alteracdes epigenéticas sao
mediadoras da programacao fetal, pois modificam a expressdo génica de proteinas
essenciais e contribuem para alteragcdes em 6rgéos e tecidos. Ma nutricdo, estresse
materno e exposicao a agentes toxicos provocam alteracfes na expressao génica
(BARBOSA et al., 2021; MICHALAKIS et al., 2014).



22

Uma variedade de fatores ambientais pode promover heranga transgeracional
epigenética de doencas. A transmissdo dessas alteracfes epigenéticas através de
espermatozoide e ovulo € chamada de heranca epigenética transgeracional, sem
gue haja exposicdo direta continua do fator modulatério. Num estudo com ratas
prenhas, o glifosato foi apontado como indutor de doenca transgeracional em ratos
de segunda e terceira geracdo, ocasionando alteracbes na puberdade, peso ao
desmame, aumento da obesidade, presenca de doenca multipla e doenca de
préstata em modelos masculinos e doenca ovariana e anormalidade no parto em
modelos femininos (BEN MAAMAR et al., 2021; ROSSETTI et al., 2021).

2.5 PROGRAMACAO FETAL E GLIFOSATO

A programacéo fetal, também conhecida como programacg&do metabdlica, tem
sido bastante estudada em varios paises, tendo em vista o grande interesse em
entender os mecanismos biolégicos e moleculares no qual doencas humanas podem
ser programadas no Utero materno, ja que eventos ocorridos durante o periodo
gestacional podem gerar consequéncias na vida adulta (LEMKE et al., 2009).
Fatores adversos durante a fase de preconcepc¢do, fase intrauterina e pdés-natal
estimulam ou inibem vias metabdlicas e expressdo genéticas do feto. A dieta
materna tem grande contribuicdo, pois a subalimentacdo ou superalimentacdo
trazem consequéncias permanentes e prejudiciais a saude (BARBOSA et al., 2021).

Durante a trajetoria do crescimento fetal, a balanca da demanda de nutrientes
e do suprimento de nutrientes deve estar em equilibrio. Com relacdo a nutrico,
guando ocorre escassez, estresse ou excesso, havera adaptacdes fetais em
resposta ao ambiente intrauterino, que se modulam para aproveitar 0 maximo de
nutriente disponivel, sendo essa acdo de -carater de sobrevivéncia, como
demonstrado na figura 2. Hales & Barker (1992) afirmam que ao passar esse periodo
adverso, o metabolismo terd maior propensdo de desenvolvimento de doencas
associadas a obesidade.

Trabalhos publicados pelo grupo do Dr. David Barker foram os primeiros a
demonstrar, por exemplo, o envolvimento da m& alimentacdo durante a fase
intrauterina no desenvolvimento de doencas cardiovasculares na vida adulta
(BARKER, 1986; BARKER et al., 1989a, 1989b; HALES; BARKER, 1992), e outros

estudos demonstraram a relacdo inversa entre peso corporal apds o nascimento e a
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hipertenséo arterial (HUXLEY; SHIELL; LAW, 2000; LAW; SHIELL, 1996).

Programacao Fetal
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Figura 2: Programacéo fetal.
Fonte: LEMKE, N. (2009)

Estudos epidemiologicos sugerem que muitas doencas cardiovasculares,
dentre elas a hipertensdo arterial, podem ser “programadas” a partir de fatores
iniciados ainda durante a vida intrauterina. As doencas de origem cardiovascular sao
muito comuns como consequéncia da ma alimentacdo, exposi¢cao a agentes toxicos
e estresse no periodo fetal e neonatal (ALEXANDER, 2006). Individuos que
apresentaram baixo peso ao nascer e maior peso da placenta, quando adultos
desenvolvem hipertensdo. Potencial correlacdo entre exposicdo a pesticidas e
malformacgéo cardiovascular também tém sido identificados, com a presenca de
transposicao de grandes artérias em criancas que foram submetidas a presenca de

herbicidas durante a fase uterina.

Experimentos de avaliacdo da perfusédo placentaria humana in vivo e in vitro
demonstram que o glifosato possui capacidade de atravessar a placenta (MOSE et
al., 2008)e os niveis de glifosato foram detectados tanto no soro de gestantes como
nas amostras de cordao umbilical (KONGTIP et al., 2017)afirmando assim que o

glifosato pode afetar a saude fetal. Estudos clinicos e experimentais tém revelado
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gue a exposi¢cao ao glifosato aumenta consideravelmente o risco de morte na fase
intrauterina e perinatal, de malformacdes congénitas do sistema nervoso, do
aparelho reprodutor, do sistema digestorio, cardiovascular e renal (COSTA et al.,
2021; MILESI et al., 2021).

A literatura evidencia que disturbios ocorridos durante do periodo gestacional
geram impactos no desenvolvimento fetal e podem determinar, na vida adulta,
alteracdes fisiolégicas em 6rgaos e tecidos (ASHTON, 2000). Fatima Cavanal et al.
(2007) observaram que a prole de ratas diabéticas teve hipertensédo e reducdo na
biodisponibilidade de Oxido nitrico. Entretanto, os mecanismos envolvidos nesta
resposta ainda nao estdo completamente elucidados, especialmente no que se
refere a participacdo do sistema vascular. S840 escassos o0s trabalhos que
relacionam a exposicdo ao glifosato com o aparecimento de distarbios
cardiovasculares (LEMKE et al., 2009; PAUMGARTTEN, 2017). Além disso, o
namero de publicacdo por EUA, Brasil e China sdo baixos e estes sdo 0s maiores
consumidores de agrotoxicos. Dessa forma, mais estudos de investigacdo que
buscam explicar os possiveis mecanismos envolvidos nas alteracfes vasculares

contribuird para o melhor entendimento das anomalias causadas por glifosato.

2.6 SISTEMA VASCULAR

O sistema vascular sanguineo é formado por uma rede de vasos, onde circula
aproximadamente 10.000 L de sangue por dia. Compreende 0s vasos sanguineos de
baixa resisténcia — as veias e de alta resisténcia — as artérias. As artérias sdo vasos
gue transportam sangue oxigenado do coracdo para a periferia, e as veias sdo vasos
gue transportam sangue desoxigenado dos tecidos de volta ao coracdo. A pressao
sanguinea dentro do vaso determinara a espessura da parede vascular, sendo as
artérias os vasos com paredes mais espessas quando comparado com as veias.

Pode-se classificar os vasos sanguineos segundo a sua estrutura e funcéao.
Estruturalmente sdo divididos em artéria, arteriola, capilares, vénulas e veias. As
artérias tém maior teor de tecido eldstico em suas paredes, singularmente a aorta.
As arteriolas tém menos elastina e mais tecido muscular liso em suas paredes,
devido a sua funcéo de controle de fluxo sanguineo. Das arteriolas se ramificam os
capilares: sdo numerosos, apresentam apenas lamina basal e uma fina camada de

epitélio simples pavimentoso, o endotélio. Dos capilares, ha conversao para formar
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as vénulas e veias, vasos que transportam sangue venoso, rico em CO2 e produtos
provenientes do metabolismo. As vénulas possuem diametro vascular, espessura,
guantidade de elastina, musculo liso e fibras de colageno menores comparado as
veias, que possuem didmetro médio vascular de 5 mm e espessura média de 0,5
mm, mais tecido muscular liso e mais colageno (Figura 3) (AIRES, 2008;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018; SILVERTHORN, 2010).

2.6.1 Contragao e relaxamento da musculatura lisa vascular

O estudo do funcionamento dos vasos se tornou de grande importancia para o
entendimento e a elucidagcdo dos mecanismos envolvidos na contragdo e no
relaxamento dos vasos. Alguns fatores intrinsecos ao vaso influenciam a sua
motricidade, sdo eles: fator miogénico, fator metabdlico ou quimico, fatores de acao

paracrina, temperatura e o endotélio vascular.

!l i g
Flrlif

Artéria 4,0mm | 1,0 mm [I

Anterioia | 30,0 um | 6,0 um

Capilar | 8,0um | 0,5um

Vénula | 200um| 1,0 um

Veia 5,0mm | 0,5mm

Figura 3: Estrutura do Vaso Sanguineo. A parede dos vasos varia em didmetro e composicao.
Fonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2010.

Bayliss (1902) descreveu a Teoria Miogénica, que explica a contracao

transitoria do vaso: o aumento da perfusdo induz o aumento da tensdo da parede
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vascular, ocorrendo assim a vasoconstricdo. Por outro lado, a queda da pressédo de
perfusdo sanguinea reduz a tensdo da parede vascular, gerando a vasodilatacéo.
Desse modo, o musculo liso vascular tem a capacidade de regular o seu estado de
contragdo num mecanismo conhecido como autorregulagdo miogénica. O tbnus
vascular é transitério e varia de acordo com a pressédo de perfusdao do sangue,
gerando a resposta miogénica.

Todas as vezes que houver aumento do fluxo sanguineo em determinado
territério vascular, devido ao aumento da pressdo arterial, ocorrera distensdo da
parede vascular. Os canais ndo-seletivos para cations presentes na membrana das
células do musculo liso sdo sensiveis ao estiramento da parede vascular. Essa
distens@o promove a abertura desses canais, com consequente entrada de calcio e
sédio para dentro da célula. Com isso, o meio intracelular fica com cargas positivas,
despolarizando o meio intracelular e ocorrendo a abertura dos canais para calcio
sensiveis a voltagem. Com o influxo de célcio para a célula, tem-se a contracdo do
musculo liso vascular. O estiramento do vaso também estimula a fosfolipase C
(PLC), responsavel pela hidrolise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em
inositol1,4,5-trifosfato  (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se ao receptor
especifico no reticulo sarcoplasmatico (RS) e estimula a liberacdo de calcio ali
estocado, havendo também contracdo do musculo liso vascular. Ja o DAG ativa a
enzima Proteina Quinase C (PKC), gerando fosforilagcdo da cadeia leve de miosina,
aumentando assim a mobilizacdo de calcio para o interior da célula, e como
consequéncia disso, ocorre contragado (AIRES, 2008b; DE QUEIROZ et al., 2010).

Ja no processo de relaxamento da parede vascular, ocorre a retroalimentacao
negativa. A despolarizacdo induzida pelo influxo de célcio e pelo aumento no nivel
de célcio intracelular ativa a abertura de dois canais para potassio, 0s canais para
potassio sensiveis a voltagem e 0s canais para potassio sensiveis a célcio. Com a
abertura desses canais, ocorre um mecanismo hiperpolarizante duplo, que vao se
contrapor ao processo de contracdo. O resultado serd o somatorio entre duas forcas
contrateis e as forcas de relaxamento ativadas reflexamente.

A queda na pressao parcial de Oz (ou hipdxia) tem sido responsavel como um
dos principais fatores de regulacdo local na vasodilatacdo. A hipdxia provoca
reducdo dos niveis plasmaticos de ATP livre no tecido, ocasionando abertura dos
canais para potassio sensiveis a ATP, gerando uma corrente efetiva de efluxo de

potassio, hiperpolarizando a musculatura lisa vascular, reduzindo os niveis
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intracelulares de calcio e vasodilatacdo. O aumento do CO: induz o aumento da
producdo de ions H+, acidificando o meio, pois CO: reage com o H:O, formando
H.COs. O musculo liso vascular responde a essa acidificacdo do meio intracelular
diminuindo a afinidade das proteinas contrateis ao calcio, isso produz vasodilatacéo,
gueda da resisténcia vascular e aumento do fluxo sanguineo.

O aumento da concentracdo extracelular de K+, causado pelas
despolarizagbes sucessivas devido ao aumento da atividade muscular local,
promove vasodilatacdo. Algumas hipéteses sugerem que a elevagao extracelular do
K+ alteraria o potencial de repouso, reduzindo a atividade elétrica e o tdnus basal do
vaso, induzindo a vasodilatacdo (AIRES, 2008b; NELSON; QUAYLE, 1995).

2.6.2 Endotélio vascular

O endotélio vascular é formado por uma monocamada de células e, quando
intacto, desempenha uma série de funcdes sobre o vaso: barreiras semipermeavel,
metabdlica, secretora e moduladora, além de revestir internamente todos os vasos
sanguineos (SILVA, 2020). Ajusta o calibre dos vasos diante das constantes
alteracbes hemodinamicas e humorais locais (BATLOUNI, 2001), permite a
passagem livre de agua, eletrolitos e pequenas moléculas, mas possui seletividade
na passagem de proteinas plasmaticas e outras macromoléculas, colabora na
formacdo do coagulo, como tentativa de reparar uma lesao vascular (CARVALHO et
al., 2001)e tem a capacidade de controlar a metabolizacdo de algumas substancias
vasoativas, como serotonina e adenosina, pela monoamino-oxidase (MAQO) e
adenosina deaminase (ADA), respectivamente. Também converte a angiotensina |
em angiotensina Il, por meio da enzima conversora de angiotensina (inibidores da
ECA), aléem de inativar a bradicinina e possui receptores especificos para
metabolizacdo de lipoproteinas plasmaticas.

O endotélio integro € capaz de produzir biomoléculas que atuam sobre o
tébnus do musculo liso vascular (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989). Sao secretadas
moléculas com funcéo estrutural, como o colageno do tipo 3 e 4, proteoglicanos e
interleucina-1, que participam da manutencdo da integridade do endotélio, e
moléculas com funcdo modulatéria vasodilatadoras e vasoconstritoras, as
prostaciclinas (PGI?), o 6xido nitrico (NO), as prostaglandinas vasoconstritoras e os
anions superoéxidos (LUSCHER; BARTON, 1997; SILVA, 2020a)
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Desse modo, o endotélio deixa de ser apenas uma barreira semipermeéavel.
Sua localizacdo estratégica entre a circulacdo |he confere o titulo de o6rgéo
endocrino, ativo e com excelente capacidade de modular a vasomotricidade, a
coagulacdo do sangue e a proliferagdo vascular. Em resumo, sua localizacdo na
parede vascular Ihe permite atuar como sensor de alteragbes hemodinamicas,
transmissor de sinais entre célula e matriz extracelular, produtor de mediadores
guimicos e conservador da homeostase (CARVALHO et al., 2001).

A disfuncdo endotelial pode ser conceituada como uma anormalidade na
producdo ou na biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) derivado do endotélio e as
consequentes alteragcbes na reatividade vascular. Além disso, na disfungéo
endotelial ha reducédo de fatores vasodilatadores e predominancia da liberacédo de
fatores vasoconstritores, fatores de crescimento, agregacao plaquetaria, adesao de
leucécitos e risco aumentado para trombose (VANHOUTTE, 2009). O endotélio é um
orgdo importante para a regulacdo da funcdo vascular e na separacdo dos
compartimentos vasculares (FISHMAN, 1982) e a perda da sua funcdo de barreira
seletiva pode acarretar edema com migracdo de glébulos brancos para a camada
intima do vaso, caracterizando assim uma manifestacdo classica de inflamacgéao
(GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016). Quando exposto aos produtos da
inflamac&o, o endotélio passa a responder de forma adaptativa aos estimulos
nocivos, com consequéncias importantes na regulacdo homeostética, trombose e
tbnus vascular (MASON et al., 1977). Além disso, o endotélio danificado nado
funcionara de maneira efetiva na remocao dos agentes vasoativos, ndo contribuira
para a inibicdo da agregacdo plaquetdria e sera a chave para a génese da
aterosclerose, trazendo prejuizos a saude cardiovascular.

O controle do tdénus vascular acontece por meio da producdo de mediadores
guimicos pelo endotélio. Esses mediadores séo divididos em fatores vasodilatadores
e fatores vasoconstritores, e sua liberacao é feita de modo equilibrado. Mas é valido
lembrar que a producdo de fatores relaxantes € mais importante e seu efeito se
sobrepde sobre os agentes contréteis.

2.6.2.1 Fatores vasodilatadores derivados do endotélio

Oxido Nitrico (NO)
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A descoberta de que o endotélio integro libera substancias que se difundem
para a musculatura lisa vascular e promove relaxamento foi uma contribuicéo
memoravel para o entendimento da fisiologia vascular. Em 1980, Furchgott e
Vanhoutte chegaram a conclusédo de que esse fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF) seria o proprio oxido nitrico (NO), devido as semelhancas dos mecanismos
de relaxamento do musculo liso vascular causado pelo EDRF e pelos nitratos
vasodilatadores (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989).

O NO é o principal fator vasodilatador liberado pelo endotélio e desempenha
alguns papéis importantes no vaso: atua inibindo a trombose, promovendo
angiogénese, aumentando o fluxo sanguineo, regulando o crescimento da parede
vascular, medeia a resposta imune e promove relaxamento vascular. E sintetizado
por acdo da enzima oOxido nitrico sintase (eNOS), que catalisa a L-arginina em 6xido
nitrico (NO), numa reacdo de oxidacdo (AIRES, 2008a; FURCHGOTT;
VANHOUTTE, 1989; SANTOS-ROCHA et al., 2019a; SILVA, 2020a)

Sua biossintese ndo é tdo simples assim e envolve alguns mecanismos de
acdo. A sintese da enzima oOxido nitrico sintase (eNOS) pode ser ativada em
condi¢cdes onde ha “shear stress” ou tensao de cisalhamento exercida na parede das
células endoteliais que, por sua vez, estimula a abertura de canais de célcio
sensiveis a tensdo de cisalhamento, ha influxo de calcio para células endoteliais,
com consequente aumento na concentracdo de Ca.- intracelular ou pode ser ativada
pela secrecdo de alguns agonistas, como acetilcolina, catecolaminas, angiotensina Il
(LOUREIRO-SILVA; MOLINA; BORGES, 1999b).

Dentro do endotélio, a liberacdo de agonistas e 0 aumento da concentragcédo
de Ca.: promove a liberacdo de L-arginina, que através de uma reagdo de oxidagao
catalisada pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS) ha formac¢éo do 6xido nitrico (NO)
e ele se difunde para o musculo liso vascular. Dentro da musculatura vascular, sua
principal funcdo € ativar a enzima guanilato ciclase solavel (GCs), que age como
mediador para a producdo de GMP ciclico (GMPc), o segundo mensageiro das
acbes do NO no musculo liso vascular. O GMPc estimula a quinase dependente de
GMP ciclico (PKG), e esta promove relaxamento vascular por ativar canais de K+
induzindo hiperpolarizacdo ou pela estimulagdo da saida de calcio da matriz
intracelular (figura 4) (AIRES, 2008a; BATLOUNI, 2001b; CARVALHO et al., 2001,
ZAGO; ZANESCO, 2006).
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Figura 4: Resumo ilustrativo da sintese de 6xido nitrico e sua acgao frente a vasodilatacao.
Fonte: Adaptado de ZAGO, A. (2006)

A NOS pode ser classificada em constitutiva (NOSc, dependente da elevacéo
dos niveis de calcio intracelular em células endoteliais) ou induzivel (NOSI,
independe das elevacdes de calcio e dependente de ativacao via citocinas). A NOSc
apresenta trés isoformas, duas sdo expressas predominantemente no ceérebro
(bNOS) e a outra € expressa nas ceélulas endoteliais (eNOS) (AIRES, 2008a).
Acredita-se que a eNOS seja responsavel pela manutencéo do ténus vascular basal,
por gerar, em niveis baixos e intermitentes, o 6xido nitrico. A inibicdo dessa enzima
diminui drasticamente a dilatacdo dependente de endotélio vascular, principalmente
nos vasos de condutancia. O inibidor ndo seletivo de Oxido nitrico sintase, o
Nomega-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), além de inibir a
eNOS, também inibe o GMP ciclico (KOPINCOVA; PUZSEROVA; BERNATOVA,
2012).

Prostaciclina (PGl2)

A prostaciclina ou prostaglandina |- (PGl.) € um eicosanoide derivado do acido
araquidodnico, liberado pelo endotélio. Sua acdo dentro do sistema vascular é
multipla e além de atuar como discreto vasodilatador local, a prostaciclina aumenta o

fluxo sanguineo da regido, diminui a agregacao plaquetaria, estimula a neoformacao
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de vasos sanguineos, aumenta a atividade enzimatica relativa ao metabolismo dos
ésteres do colesterol e, dessa maneira, se comporta como um agente
antiaterogénico, antiagregante plaquetario e reparador tissular vascular.

A sua biossintese depende da acdo de uma enzima chave, a enzima
cicloxigenase (COX). A COX possui duas isoformas: COX-1, constitutiva e presente
em diversos eventos fisiolégicos, dentre eles a homeostasia vascular, e COX-2 que
esta presente em reacfes inflamatérias (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS,
2004). Em artérias saudaveis, a COX-1 catalisa a conversado do acido araquidonico,
lipidio proveniente da liberacdo dos fosfolipidios da membrana celular endotelial, em
PGG: O endoperoxido PGG: sofre uma reacdo de oxidacdo e incorporacdo de O:
catalisada pela enzima peroxidase convertendo-se em prostaglandina H: (PGH.).
Sob acado da enzima prostaciclina sintetase, a PGH: converte-se em prostaciclina I2
(PGl2) (CUDABACK et al.,, 2014). Vale ressaltar, que em alguns casos o0s
prostandides podem ser produzidos pela COX-2 e estdo associados ao
desenvolvimento de complicacfes vasculares (RAMOS-ALVES, F. E., et al, 2012).

A PGIl: age em receptores especificos na célula da musculatura lisa vascular e
provoca ativacdo da enzima adenilato ciclase. Essa enzima cliva o ATP em
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), o segundo mensageiro que medeia 0s
efeitos da PGl: e induz o seu aumento, além de estimular a proteinocinase
dependente do AMPc (PKA) na musculatura lisa vascular. A PKA possui um efeito
similar & PKG, causando o efluxo de Ca.- do citosol e inibindo a maquinéria contratil
(AIRES, M. M., 2008; BATLOUNI, M., 2001). O bloqueio da a¢ao vasodilatadora da
prostaciclina ocorre por meio da presenca de inibidores da COX. Pode-se citar a

indometacina, um anti-inflamatério potente que inibe a acédo da cicloxigenase.

2.6.2.2 Fatores vasoconstritores derivados do endotélio

Prostaglandinas vasoconstritoras

O endotélio apresenta uma capacidade de iniciar contragdes no musculo liso
vascular por meio da liberacdo de substancias difusiveis denominadas fatores
vasoconstritores derivados do endotélio (EDCF). Esses fatores sdo derivados da
ciclooxigenase (COX), enzima importante na génese das prostaglandinas

vasoconstritoras, responsavel por catalisar duas reacfes de oxidacdo do acido
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araquidénico (GLUAIS et al.,, 2005). A primeira reagdo gera a prostaglandina G:
(PGG2) que é transformada em prostaglandina H. (PGH:), através de uma reacao
com a peroxidase. A PGH: € uma substancia precursora de todas as demais
prostaglandinas.

A enzima COX possui duas isoformas, a COX-1, isoforma constitutiva,
presente na maior parte das nossas células, como sistema gastrointestinal,
circulagdo e rins; e a COX-2, isoforma indutiva, esta presente em tecido inflamados,
pois € uma enzima responsavel pela sintese de prostandides que induzem
inflamacé&o, proliferagcdo celular, angiogénese e restauracdo da integridade da
mucosa (Figura 5) (GARCIA-RAYADO; NAVARRO; LANAS, 2018). Como ja citado
acima, estimulos como a tensdo de cisalhamento e agonistas, aumentam a
concentracdo de célcio no interior da célula endotelial e isso provoca a liberacao de
acido araquidénico, que por sua vez, ativa a cascata para a sintese das

prostaglandinas vasoconstritoras.

{ Estimulo Fisioldgico ] [ Estimulo Inflamatdrio J

J U
SN /N
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Figura 5: Isoformas da COX e seu mecanismo de acéo.

Fonte: autor desconhecido

O Tromboxano A: (TxA:) € uma prostaglandina encontrada no sangue,
modulando a funcéo das plaquetas como indutor da sua agregacao no muasculo liso
vascular, através do receptor para tromboxano (receptor TP), apresentando um
papel fisiolégico importante como vasoconstritor, além de ser um potente agente
hipertensivo. Sua biossintese ocorre nas plaquetas, a partir da prostaglandina G:
(PGG:2) por meio da enzima tromboxano-A sintase. Em geral, 0 TxA. encontra-se em
equilibrio na circulacdo com as prostaciclinas (AIRES, 2008a; CAVARAPE et al.,
2003). Sua liberacdo pelas células endoteliais ocorre por meio da ac¢do de agonistas
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vasoconstritores, como noradrenalina, serotonina, fenilefrina, angiotensina Il etc., e
agonistas vasodilatadores, como a acetilcolina, bradicinina etc., e por estimulos
mecanicos, como o shear stress.

A prostaglandina E: (PGE:) é resultado da acdo da cicloxigenase sobre a
PGH: e atua sobre receptores especificos (receptores EP). Quatro subtipos desses
receptores estdo presentes no organismo: EP:, EP2:, EPs e EPs, e cada um deles
desempenham um papel fundamental na vasomotricidade (BAYSTON et al., 2003;
TANG et al., 2007a). Os subtipos EP1 e EP3 quando estimulados pela PGE: ativam a
via do IPs/Caz+ (receptor EP:) ou a diminuicdo dos niveis de AMPc intracelulares
(receptor EPs) por inibicdo da adenilato ciclase, gerando vasoconstricdo. Ja a ligacao
do PGE: nos receptores EP2 e EP4 provocam dilatagdo vascular, pois essa ligagao
molécula-receptor aumenta os niveis de AMPc via ativacdo da adenilato ciclase
(BOS et al.,, 2004; VAN RODIJNEN et al., 2007). A estimulagédo dependente do
endotélio mediada pelo subtipo 4 dos receptores EP foi demonstrada na aorta de
camundongo (TANG et al., 2007b).

Prostaglandina Fz (PGFz) € uma das mais importantes derivadas do acido
araquidonico e é sintetizada a partir da PGH: pela enzima PGFz-sintetase. Sua acgéo
constritora no musculo liso vascular ocorre via receptores para PGFz. (receptor FP),
0s quais sdo encontrados em varios tecidos, como também no tecido vascular. O
receptor FP esta acoplado na proteina G, e quando estimulado ativa a via do IP3/Ca?
causando a contracdo do musculo liso vascular (CRACOWSKI et al., 2002; TANG et

al., 2007b). Os niveis dessa prostaglandina aumentam quando h& estresse oxidativo.

Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

Fisiologicamente a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ocorre
em baixas concentragfes e funcionam como moléculas sinalizadoras, regulando a
vasomotricidade e o crescimento celular. S&do derivadas do metabolismo celular,
onde diversas enzimas utilizam o oxigénio como aceptor de elétrons e essas reacdes
possuem uma consequente formacdo de anion superoxido (O2’), produzido a partir
da reducdo da molécula de O2. A partir do Oz, outras EROs também podem ser
formadas: perdxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (HO").

As EROs possuem um papel fisiologico chave para manutencdo da

integridade cardiaca e vascular. Na disfuncdo cardiovascular, como a hipertenséo,
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as EROs atuam como um dos causadores de sua génese. A taxa de geracao das
EROs é equilibrada pela taxa de eliminacdo, mas em contrapartida, em condicdes
patolégicas como na hipertensdo, a producdo das espécies acontece em altos
niveis, sendo impossivel controlar tal producdo pelos mecanismos antioxidantes
protetores usados pelas células.

As EROs possuem um elétron desemparelhado e essa configuracdo |he
confere uma alta capacidade reativa. Por esse motivo, 0 NO, que também tem um
elétron desemparelhado, quando em contato com &nions superdxidos produzem
uma reagdo quimicamente espontanea e irreversivel formando o peroxinitrito
(ONOO), considerado um téxico com efeitos negativos na funcdo celular,
principalmente vascular, como aumento na contratilidade vascular, crescimento e
apoptose de células do musculo liso vascular, peroxidacdo lipidica, inflamacdo e
nitrosilacdo de proteinas. A regulacdo da geracdo de EROs é feita por meio de
antioxidantes exdgenos, por meio do consumo de alimentos ricos em vitaminas
antioxidantes, e enddégenos, que incluem o superoxido dismutase (SOD), catalase,
tiorredoxina e glutationa (VIRDIS; DURANTI; TADDEI, 2011).



35

3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas. Esses animais
foram fornecidos pelo biotério do Departamento de Farmacologia da Universidade do
Vale do Sao Francisco - UNIVASF e foram mantidos em gaiolas sob condi¢cbes de
controle de temperatura (média de 22°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre
acesso a agua e alimentacao. Os procedimentos adotados no manejo dos animais
seguiram as recomendacfes do COBEA. Este projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em experimentacdo animal da UNIVASF sob o registro n°0001/240919
(ANEXO A).

3.2 OBTENCAO DO MODELO ANIMAL

Ratas Wistar virgens (N = 6) foram mantidas em gaiolas com ratos machos
(N=2) na proporcdo de 3:1 para serem acasaladas. A constatacdo da coépula foi
realizada mediante a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal e 24h apoés
esta constatacdo foi considerado o primeiro dia de gestacdo. Apos a constatacao da
cbpula, os ratos machos foram separados das fémeas. As ratas foram pesadas e
isoladas em gaiolas separadas, divididas aleatoriamente em dois grupos: 0 grupo
controle (O-CON) recebeu solucéo salina e o grupo tratamento (O-GHB) receberam
1,3 g/L de glifosato oralmente por gavagem (0,4% formulagcé&o comercial de glifosato)
equivalente a 200 mg Glifosato/kg/dia durante o periodo completo gestacional e de
lactacdo. Essas doses foram selecionadas baseadas nos niveis ndo observaveis de
efeitos adversos (NOAEL) de 1000 mg/kg/dia para toxicidade materna. Das proles
dos grupos O-CON e O-GHB foram utilizados somente os ratos machos (N = 8-10)
gue foram separados em gaiolas de acordo com o tratamento recebido, receberam
agua e comida ad libitum até os 24 e 48 semanas de idade. Essas proles foram
utilizadas para os experimentos de medida da presséo arterial, analise histolégica e

de reatividade vascular.

3.3 PRESSAO ARTERIAL

Apés a vigésima quarta e quadragésima oitava semana de vida, a pressao
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arterial e a frequéncia cardiaca foram analisadas com os animais acordados. Para a
medida direta da pressdo arterial e frequéncia cardiaca os animais foram
anestesiados com uma mistura de quetamina 80 mg/kg, xilazina 2 mg/kg e tramadol
30 mg/kg via intramuscular e colocados em decubito dorsal em uma prancha
cirirgica. Em seguida foram submetidos a canulagcdo da artéria carétida com um
cateter de polietileno (PE-50) preenchido com solugcao salina heparinizada (100 U/
mL). Vinte e quatro horas apés o procedimento cirargico foi realizada a medida dos
parametros hemodinamicos com os animais acordados. A canula arterial dos ratos
foi conectada ao transdutor de pressado (MLT 0699 — ADinstruments®) acoplado ao
conversor digital PowerLab®. O programa LabChart® foi utilizado para os registros
da pressdo arterial.

Durante todo o periodo de registro os animais nao sofreram nenhum tipo de
manipulagéo e o siléncio foi mantido na sala para evitar os efeitos indesejaveis do

estresse do animal.

3.4 ANALISES DE CONTRATILIDADE E RELAXAMENTO

Apols a vigésima quarta e a quadragésima oitava semana de vida, 0os ratos
foram  anestesiados com uma mistura de ketamina, xilazina e
acetopromazina (0,7, 0,2, 0,1 v/ v — 0,08 mg/ Kg, i.m.) e em seguida, eutanasiados
por decapitacdo e entdo exsanguinados. A artéria aorta toracica foi cuidadosamente
removida e imersa em uma placa de Petri contendo solucédo de Krebs-Henseleit, cuja
composicdo (em mM): NaCl 118; KCI 4,7; NaHCOs 25; CaCl2.2H20 2,5; glicose 11,
KH2PO4 1,2; MgS04.7H20 1,2 e EDTA 0,01) gaseificada com mistura carbogénica
(95% de Oz e 5% de CO2) com pH de 7,4. As artérias foram divididas em segmentos
de 3 mm de comprimento, livres dos tecidos conectivo e adiposo, para 0s segmentos
sem endotélio a retirada se deu mecanicamente com raspagem do lumen. Para
obtencdo do registro de tensdo isométrica, cada anel vascular sera colocado em um
sistema para Orgdos isolados. As cubas continham 10 ml de solucdo de Krebs-
Henseleit aquecidas a 37° C, continuamente gaseificada com mistura carbogénica,
mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de metal foram passados através do lumen
das artérias. Um fio metélico sera fixado a parede do banho e o outro conectado
verticalmente a um transdutor de tensdo isométrica (LETICA Scientific Instruments,
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TRI-210, Barcelona, Spain). A tensdo isométrica foi registrada através de um
transdutor de tensdo isométrica conectado a um sistema de aquisicdo de dados
(Powerlab, ADIntruments, Bella Vista, Australia) e este a um computador. Os anéis
de aorta torécica foram submetidos a uma tenséo de repouso de 1 grama, a qual foi
reajustada a cada 15 min, durante 45 min para estabilizagéo.

Apoés 45 min de estabilizacdo, as artérias foram pré contraidas com KCI 75
mM em dois momentos. No primeiro momento, 166 ul de solucdo de KCI foram
incubados nos banhos de 6rgdos para que as artérias saissem da tensdo de
repouso de 1 grama e atingissem 2 gramas. Apos isso, as cubas foram lavadas com
solucdo de Krebs-Henseleit e estabilizadas na tensdo basal de 1 grama por 30 min.
Apés esse tempo, o KCI foi incubado novamente em cada banho de 6rgdo por um

periodo de 25 min.

3.4.1 Avaliacdo da resposta de relaxamento dependente e independente do

endotélio em artérias aorta de ratos adultos

O teste do endotélio foi realizado apds um periodo de 30min, onde as artérias
foram pré contraidas com dose Unica de 10 pl de fenilefrina (10-°M) até atingirem
seu limiar de contracdo maximo. Tendo isso, foi incubado nos banhos de 6rgaos 10
ul de acetilcolina (103M) para induzir o relaxamento. A auséncia do endotélio foi
confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10-3M) induzir relaxamento. Apo6s a
confirmacdo da auséncia do endotélio, as preparagdes foram lavadas e, apoés
retorno a tensao basal, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a Acetilcolina

(10°M a 10*M), de maneira cumulativa.

3.4.2 Investigacdo da modulacdo do endotélio e seus fatores vasoativos sobre a

resposta vasoconstritora a fenilefrina

A participagdo do endotélio nas possiveis alteraces da resposta constritora a
fenilefrina induzida pela exposi¢cdo materna ao glifosato seré avaliada através da sua
remocdo mecanica, com o uso de fios metalicos. Apds o periodo de estabilizacdo, as
preparacdes foram pré contraidas com fenilefrina, e a auséncia do endotélio foi
confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10-3M) induzir relaxamento. Apés a

confirmacdo da auséncia do endotélio, as preparacdes foram lavadas e, apds
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retorno a tenséo basal, foram realizadas curvas concentragdo-resposta a fenilefrina

(10°M a 10*M), de maneira cumulativa.

3.4.3 Analise dos efeitos do glifosato sobre a producdo do 6xido nitrico de origem
vascular, sobre a acdo da cicloxigenase e das espécies reativas de oxigénio sobre o

relaxamento induzido por acetilcolina

O efeito do 6xido nitrico sobre a contracao induzida por fenilefrina foi avaliado
através da utilizacdo do éster metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME) (10 pl), um
inibidor ndo seletivo da sintese de éxido nitrico. A andlise da acdo da cicloxigenase
sobre a artéria foi investigada incubando indometacina (10 ul), um bloqueador néo
seletivo da via mediada pelas cicloxigenases. A participacdo de radicais livres foi
analisada incubando as artérias com um mimético do superdxido dismutase, o
TEMPOL (10 pl). Cada farmaco foi incubado durante 30 minutos antes da realizagéo

das curvas de relaxamento a acetilcolina.

3.5 ANALISE HISTOLOGICA NA AORTA TORACICA

Anéis de aproximadamente 3mm de aorta toracica foram fixados em formol a
10%. ApOs isso, foram acondicionados em pequenas caixas perfuradas de plasticos
(cassetes) e identificadas. O processamento em parafina tem como objetivo retirar a
agua do tecido e substitui-lo por parafina, tornando-o mais firme e passivel de ser
cortada em fatias delgadas. Esse processamento foi realizado imergindo os cassetes
em banhos sucessivos de alcool, de xilol e em parafina aquecida (entre 55 e 60°C).
Os anéis de aorta parafinizados foram incluidos em um pequeno bloco de parafina.

A microtomia foi realizada cortando os anéis de aorta em fatias muito
delgadas. Esses cortes foram colocados em banho-maria histoldgico, que contém
agua aquecida e em seguida colocados em laminas histoldgicas. Antes da coloracéo
das laminas, os cortes foram desparafinizados com imersdes sucessivas em xilol.
Em seguida foram submetidos a banhos em alcool até serem hidratados. A
coloracéo foi feita com hematoxilina e eosina (HE). Ap6s a coloracdo as laminas

foram analisadas em microscopio fotdnico comum.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por teste t, pareado e/ ou ndo
pareado, e analise de variancia (ANOVA), duas vias, medidas repetidas ou
completamente randomizadas. Quando a ANOVA apresentou significancia
estatistica o teste post-hoc de Bonferroni foi realizado (GraphPad Prism Software,
San Diego, CA, E.U.A). Os resultados foram considerados estatisticamente

significantes para valores de P<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL

A pressdo arterial foi mensurada com o objetivo de avaliar possiveis
alteracOes nos parametros cardiovasculares nos ratos adultos provenientes de ratas
expostas ao glifosato-Roundup®. A medida foi realizada com os animais acordados
com 6 e 12 meses de idade e seus valores de pressdao comparados com animais
controle de mesma idade.

Neste estudo ndo foram observadas diferencas significativas da pressao
arterial média entre os ratos provenientes de ratas controle (O-CON) e expostas ao
glifosato-Roundup® (O-GHB) em ambas as idades (figura 6).
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Figura 6: Presséo Arterial Média (MAP) de ratos provenientes de ratas controle (O-CON) e expostas
ao glifosato-Roundup® (O-GHB) com 6 e 12 meses de idade. Os resultados s&o expressos como

média £ EPM. N= 8-10 em cada grupo.

4.2 ANALISE DA RESPOSTA DE RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTELIO

Com o intuito de avaliar a funcdo endotelial através do relaxamento
dependente do endotélio, curvas de concentracdo resposta a acetilcolina foram
realizadas em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina. Na aorta de animais do
grupo tratamento (O-GHB) com 6 meses de idade (figura 7A) foi observada uma
reducdo do relaxamento induzido pela acetilcolina quando comparado ao seu
respectivo controle (CON) de mesma idade. Os animais com 12 meses de idade
(figura 7B), apresentaram reducgdo expressiva da resposta de relaxamento induzida
por acetilcolina quando comparada ao seu respectivo controle (CON) de mesma
idade.
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Figuras 7: Curva de relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina em anéis de aorta
tor4cica de ratos provenientes de ratas controle (CON) e expostas ao glifosato-Roundup® (GHB),

com 6 e 12 meses de idade. N= 8-10 em cada grupo.

4.3 ANALISE DA RESPOSTA VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA

A fenilefrina aumentou, de maneira concentracao-dependente, o ténus basal
de anéis de aorta dos animais tratamento (O-GHB) com 6 meses de idade (figura
8A). Nao houve alteragéo significativa na contracdo de animais tratamento (O-GHB)
com 12 meses de idade quando comparado ao seu respectivo controle (O-CON)
(figura 8B).
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Figura 8: Curva concentracé@o-resposta a fenilefrina em anéis de aorta toracica de ratos provenientes
de ratas controle (O-CON) e expostas ao glifosato-Roundup® (O-GHB), com 6 e 12 meses de idade.

N= 8-10 ratos em cada grupo.
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4.3.1 Efeito da inibicdo da sintese de NO e papel das EROs sobre a resposta

vasoconstritora a fenilefrina

A inibicdo da sintese de NO por meio da incubacdo de éster metilico de N-
nitro-L-arginina (L-NAME) induziu um aumento significativo na contracéo a fenilefrina
em aorta toracica no grupo controle (O-CON 6M e 12M) e tratado (O-GHB 12M)
(figura 9 A, C e D). Entretanto, nos animais do grupo (O-GHB 6M) o L-NAME, nao
apresentou diferenca significativa na amplitude de contracdo dos anéis de aorta
guando comparado com seu respectivo controle (figura 9B). A presenca do mimético
da superéxido dismutase, o TEMPOL, reduziu a amplitude de contracdo induzida
pela fenilefrina nos grupos O-GHB 6M e 12M (figuras 9B e D) para niveis
comparaveis ao dos grupos controle O-CON6M e O-CON12M (figuras 9A e C).
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Figura 9: Efeito da inibicdo da sintese de NO (L-NAME, 100 umol/L) sobre a resposta contratil
induzida pela fenilefrina em anéis de aorta de ratos com 6 e 12 meses de idade, provenientes de ratas
controle (CON) e expostas ao glifosato-Roundup® (GHB). N= 8-10 ratos em cada grupo. E+: anel de

aorta toracica com endotélio preservado sem adi¢&o de inibidores.
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4.4 PARTICIPACAO DA INDOMETACINA NO RELAXAMENTO DEPENDENTE DO
ENDOTELIO E NA CONTRACAO INDUZIDA POR FENILEFRINA

4.4.1 Relaxamento dependente do endotélio

Para investigar a participacdo de metabdlitos derivados do &cido araquiddnico
no relaxamento dependente do endotélio, curvas concentracdo-resposta a
acetilcolina foram realizadas na presenca de indometacina, um inibidor ndo seletivo
da cicloxigenase.

Na aorta toracica dos animais com 6 meses de idade do grupo tratamento (O-
GHB), a indometacina aumentou a amplitude do relaxamento dependente do
endotélio induzido pela acetilcolina (figura 10B). Nos animais O-GHB com 12 meses
de idade (figura 10D), o aumento do relaxamento dependente do endotélio induzido
pela acetilcolina foi maior, quando comparado com o grupo O-GHB com 6 meses de
idade.
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Figura 10: Efeito da indometacina na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida pela
acetilcolina em anéis de aorta de ratos com 6 e 12 meses de idade, provenientes de ratas controle
(CON) e expostas ao glifosato-Roundup® (GHB). N= 8-10 ratos em cada grupo.
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4.4.2 Contragao induzida por fenilefrina

Com o objetivo de verificar a participacdo dos prostandides na contracao
induzida pela fenilefrina, foram realizadas curvas concentracdo-dependente na
presenca do inibidor indometacina. Nos anéis de aorta toracica dos animais do grupo
tratamento (O-GHB) com 6 meses de idade, a presenca da indometacina diminuiu a
vasoconstricdo induzida pela fenilefrina (figura 11B). J& nos animais do grupo
tratamento (O-GHB) com 12 meses de idade, a presenca da indometacina nao

provocou diferenga significativa na contracao induzida por fenilefrina (figura 11D).
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Figura 11: Efeito da indometacina na contragdo induzida pela fenilefrina em anéis de aorta de ratos
com 6 e 12 meses de idade, provenientes de ratas controle (CON) e expostas ao glifosato-Roundup®
(GHB). N= 8-10 ratos em cada grupo. E+: anel de aorta toracica com endotélio preservado sem

adicdo de inibidores.
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45 ANALISE DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO SOBRE O
RELAXAMENTO INDUZIDO POR ACETILCOLINA

A fim de avaliar a participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) no
relaxamento dependente do endotélio, curvas concentracdo-resposta a acetilcolina
foram realizadas em anéis de aorta pré-incubadas com TEMPOL, um mimético do
superéxido dismutase (SOD). O TEMPOL aumentou o relaxamento a acetilcolina em
O-GHB aos 6 e 12 meses de idade (figuras 12 B e D) alcancando valores
comparaveis aos dos grupos controle (figuras 12 A e C).
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Figura 12: Efeito do TEMPOL sobre a vasodilatacdo dependente do endotélio induzida pela
acetilcolina, em anéis de aorta de ratos com 12 meses de idade, provenientes de ratas controle
(CON) e expostas ao glifosato-Roundup® (GHB). N= 8-10 ratos em cada grupo. E+: anel de aorta

toracica com endotélio preservado sem adicao de inibidores.
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA NA AORTA TORACICA

Apés a eutanasia dos animais para o estudo de reatividade vascular, um
fragmento adrtico adicional foi fixado em formol 10%. O material foi processado,
cortado e corado em hematoxilina e eosina para analise histopatologica. Os cortes
foram analisados em microscopio Optico, nas objetivas de 4 e 10x, para observacao
dos aspectos inflamatérios, degenerativos e de necrose tecidual, além de quaisquer
outras observacdes que pudessem ser relatadas. Conforme a figura 13, ndo foram
observadas altera¢fes histopatolégicas nos tecidos adrticos dos animais em ambos
os grupos CON e GHB.

Animais nascidos de ratas tratadas, por via oral, com 0,3ml/animal com
solucao fisiolégica de NaCl 0,9%, durante gestacao e lactacao (grupos controle — A e
B). Animais nascidos de ratas tratadas, por via oral, com 0,3ml/animal com solucéo
do herbicida Roundup®, 200mg/ml/kg de peso do animal, durante a gestacao e
lactag&o (grupos tratamento — C e D). Animais sacrificados apos 6 meses (A e C) e
12 meses (B e D) para proceder as analises histologicas. Cortes histolégicos com
4um de espessura corados por hematoxilina e eosina. Todas as imagens foram
adquiridas com um aumento de 100x. Nao foram observadas alteracGes na estrutura
das aortas dos animais, nenhuma infiltracdo inflamatdria, necrose ou disturbios
degenerativos do tecido. Estas imagens séo representativas da analise de seccdes
de aorta de grupos que variam entre 5 e 8 animais por grupo. A imagem B, mostra
um tecido adiposo adjacente a artéria, sendo achado fortuito, ndo consistente com
lesédo decorrente do tratamento por ndo ser repetidamente encontrada nos outros

animais do mesmo grupo.



Figura 13: Andlise histopatolégica de aorta da prole de ratas expostas a solucdo do herbicida
Roundup®.
Fonte: Proprio autor, 2022
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposi¢ao ao herbicida
a base de glifosato durante a fase intrauterina e perinatal em doses abaixo do
NOAEL néo alterou os niveis pressoricos, mas foi capaz de induzir alteracdes sobre
a reatividade vascular em aorta toracica de ratos adultos. Foram observados
prejuizo no relaxamento dependente do endotélio em animais GHB em ambas as
idades. Entretanto, em animais com 12 meses de idade observou-se uma piora no
relaxamento, indicando que o fator idade contribuiu para tal resultado. Além disso,
houve hiperreatividade a fenilefrina em animais GHB6M.

Tais resultados apontam que a exposi¢cao ao organofosforado promove dano
endotelial e consequente prejuizo na resposta vasodilatadora. Os mecanismos
presentes nessas alteracdes envolvem a participacdo da cicloxigenase-2 (COX-2),
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminuicdo da
biodisponibilidade de oxido nitrico (NO) de origem vascular o que acarreta um
guadro de disfungéo endotelial que pode contribuir para o aparecimento de doencas
cardiovasculares.

Os resultados de presséo arterial aqui obtidos em ratos adultos provenientes
de ratas expostas ao glifosato-Roundup® demonstram que ndo houve diferenca no
nivel pressoérico dos animais. A maior parte dos estudos descritos na literatura
demonstram que ha aumento da pressao arterial em modelos humanos e de animais
expostos a poluentes, pesticidas, organofosforados e casos de privagdao de
nutrientes no periodo intrauterino (ALEXANDER, 2006; CASTILLA et al., 2018;
LEDDA et al., 2015; SALDANA et al., 2009). Entretanto, sdo escassos 0s estudos
gue envolvem a exposicao materna e avaliacdo da presséo arterial na prole.

Os resultados presentes nesse estudo demonstram que em artéria aorta de
ratos GHB o relaxamento dependente do endotélio induzido por acetilcolina foi
reduzido comparado ao que foi observado nos animais controle com 6 e 12 meses
de idade. Esse prejuizo na dilatacdo dependente do endotélio observado nos ratos
GHB pode acarretar repercussdes patologicas importantes, sendo este um fator
intimamente relacionado com o surgimento de enfermidades cardiovasculares, como
por exemplo a aterosclerose, inflamacdo e hipertensdo arterial (GIMBRONE;
GARCIA-CARDENA, 2016; GUZIK; TOUYZ, 2017; VIEIRA et al., 2018).
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O mecanismo por tras dessa disfuncdo vasomotora ndo esta claro, mas é
bem conhecido que a exposicdo ao pesticida glifosato promove uma producao
aumentada de anions superéxidos e que esse tem papel fundamental na diminuicao
da biodisponibilidade do 6xido nitrico. O radical superdxido reage rapidamente com o
oxido nitrico, inibindo sua biodisponibilidade e gerando espécies reativas oxidantes
secundarias, como o peroxinitrito (ONOQO") que é capaz de oxidar moléculas de LDL,
causar disfungcéo vascular e contribuir na génese da aterosclerose (BAHIA et al.,
2004).

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a prole de animais
expostos ao glifosato teve um aumento expressivo nha contracdo induzida por
fenilefrina, tanto em artérias sem adi¢cdo do L-NAME como nas artérias em que foi
pré-incubado o inibidor da sintese de Oxido nitrico. O aumento da contragdo em
artérias com L-NAME é esperado, visto que o fator determinante para o relaxamento
foi inibido. Mas esse aumento na contracdo em artérias de animais tratados que nao
receberam o inibidor L-NAME, significa que a biodisponibilidade do vasodilatador
oxido nitrico ja estava prejudicada, devido ao dano endotelial.

Sabe-se que a presenca de radicais livres derivados do oxigénio, provoca
reducdo da atividade do 6xido nitrico e esse estresse oxidativo implica em disfuncéo
endotelial, inflamacdo e processos que estdo envolvidos na hipertensdo, como
hipertrofia, apoptose, migracéo, fibrose e angiogénese (MONTEZANO; TOUYZ,
2012; TOUYZ; BRIONES, 2011). Uma maior liberacdo de substancias
vasoconstritoras e uma menor biodisponibilidade de 6xido nitrico contribuem para a
hiperreatividade a fenilefrina observada.

A presenca do peroxido de hidrogénio (H202) aumenta atividade da enzima
produtora de Oz, a NADPH oxidase, e isso esta associado ao aumento da presséo
arterial e vasoconstricdo (BOULDEN et al., 2006). Para avaliar a participacdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs), os anéis de aorta toracica foram pré-
incubados com TEMPOL, um mimético da superdxido dismutase, importante na
defesa antioxidante. Observou-se que a presenga do TEMPOL melhorou o
relaxamento induzido por acetilcolina nos ratos GHB em ambas as idades, sugerindo
gue a exposicdo materna ao glifosato-Roundup resultou em estresse oxidativo na
prole, sendo esse fator a causa para a menor biodisponibilidade do 6xido nitrico nos
vasos desses animais. Chaufan, Coalova & Molina (2014) demonstraram em seu

estudo que a exposicao ao herbicida contendo glifosato em sua formulacdo pode
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causar citotoxicidade, modificacdo no equilibrio redox intracelular com aumento da
atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD), producdo de espécies reativas
de oxigénio e morte celular.

Estudos demonstram que a exposicao perinatal ao estresse oxidativo é fator
contribuinte para o desenvolvimento da hipertensao arterial em ratos e a presenca
do TEMPOL melhorou o relaxamento em ratos, mas nao parecer estar relacionado
com a melhora da funcédo endotelial (DE QUEIROZ et al., 2010). Isso sugere que
outros mecanismos estdo envolvidos na regulacdo da pressao arterial e disfuncéo
endotelial.

Condi¢cdes pr6 inflamatérias sdo frequentemente associadas a um
remodelamento vascular e causa disfuncdo endotelial em artérias sistémicas. O
aumento da sintese ou da liberacdo de fatores contrateis, como por exemplo, 0s
derivados do &cido araquidénico através do metabolismo da cicloxigenase (COX), é
apontado como um mecanismo responsavel pelas alteragbes vasculares
secundarias a exposicdo a um agente citotoxico (MCGIFF; MALIK; TERRAGNO,
1976).

Duas COXs foram caracterizadas, a COX-1 que pode ser detectada na
maioria dos tecidos e é expressa em niveis constantes durante o ciclo celular, e a
COX-2, que € induzida a partir de processos inflamatorios e de proliferacdo celular
(FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2011; SCHMEDTJE et al., 1997) e em
condi¢des associadas ao risco cardiovascular, como hipertenséo arterial, diabetes,
aterosclerose, obesidade e envelhecimento. As prostaglandinas sado formadas a
partir da catdlise do acido araquidénico que € liberado a partir da hidrélise dos
fosfolipidios da membrana celular sob acdo da enzima fosfolipase A2. A COX
converte o acido araquidonico em PGG2, a qual sofrerd a acdo da enzima
peroxidase, dando origem ao PGH2. A PGH: sofrer4 a acao de enzimas especificas
e originara outras prostaglandinas, como a PGD: PGE:, PGF2za e TxA2. As
prostaglandinas e o tromboxano Az sdo moduladores importantes do ténus vascular
e da atividade plaquetarias em condicdes fisiologicas ou patolégicas (FELETOU;
HUANG; VANHOUTTE, 2011).

Para avaliar o envolvimento dos produtos derivados da COX-2 nas respostas
a acetilcolina e a fenilefrina, usamos o inibidor ndo seletivo da COX, a indometacina.
Os resultados aqui apresentados demonstram que houve aumento do relaxamento a

acetilcolina em artérias dos ratos GHB com 6 e 12 meses de idade que receberam a
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indometacina. No que diz respeito a resposta contratil a fenilefrina, a adicdo desse
inibidor promoveu uma reducdo desta resposta nas artérias aédrticas dos animais
GHB com 6 meses de idade.

Num estado de homeostasia, a resposta dos derivados do acido araquiddnico
na presenca de acetilcolina ocasiona diminuicdo da amplitude de relaxamento e na
presenca de fenilefrina, a vasoconstricdo é acentuada. Os resultados do presente
estudo demonstraram que na presenca da indometacina houve a inibicdo da sintese
de substancias vasoconstritoras nos vasos dos animais GHB, e isso resultou no
aumento da amplitude de relaxamento. Isso indica que ha participacdo de
prostandides nas alteracfes vasculares da prole de animais expostos ao herbicida, e
sdo mediadas pela ativacdo e/ou maior expressdo da COX-2 e essas alteracOes
podem variar de acordo com a idade destes animais. Em ratos machos adultos
expostos, por via oral, a doses variadas de glifosato foi detectado, em tecido
hepatico, uma elevacdo nos marcadores inflamatérios como citocinas IL-13, TNF-a,
IL-6 e prostaglandina endoperoxido sintase (PGHS), outro nome dado a enzima COX
(LAGES et al., 1998; LUO; LIU; ZHOU, 2016; PANDEY; DHABADE; KUMARASAMY,
2019).

Estimulos como a tensdo de cisalhamento e agonistas, aumentam a
concentracdo de calcio no interior da célula endotelial, estimula a fosfolipase Az,
provoca a liberacdo de acido araquiddnico, que por sua vez, ativa a cascata para a
sintese das prostaglandinas vasoconstritoras, por meio da ativacdo de receptores TP
ou EP do musculo liso, causando as contragdes dependente do endotélio (TANG et
al., 2007b). As prostaglandinas presentes no mecanismo de vasoconstricdo sédo o
TxA2, a PGl2 e a PGE2. A PGE:2 € o produto mais abundante do metabolismo da
cicloxigenase, e pode atuar tanto em receptores TP como em receptores especificos
EP:1 e EP3. Esse resultado, portanto, sugere que ha participacdo de prostanéides
vasoconstritores no processo de disfuncdo endotelial e na hiperreatividade a
fenilefrina observada e pode-se dizer que a prostaglandina envolvida nesse processo
€ a PGE..

Quanto a analise tecidual, ndo foram observadas alteracdes histopatoldgicas
nos tecidos adrticos dos animais em ambos os grupos CON e GHB em ambas as
idades. Nao foram observadas alteragdes estruturais nas aortas dos animais. A aorta
€ uma artéria elastica e apresenta acumulo de elastina em sua tunica média,

contribuindo assim para a funcdo de uniformizar o fluxo de sangue (JUNQUEIRA,;
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CARNEIRO, 2018). As alteracdes estruturais que poderiam ser observadas nos
cortes histolégicos incluem o infiltrado inflamatério na parede arterial, que se
caracteriza pelo acumulo de macrofagos, células multinucleadas, células natural
killer, neutrdfilos e linfocitos vindos das arteriolas que nutrem a camada adventicia
da aorta (SANTOS-ROCHA et al., 2019b). Outra alteracao histopatologica que pode
acometer a camada média arterial é a isquemia focal, podendo resultar em areas de
necrose, caracterizada por células do tecido muscular liso anucleadas (DE SA,
2011). J4 na camada intima, onde encontra-se o endotélio, placas de ateroma
podem ser encontradas em casos de disfungédo endotelial que ocasiona alteracdes
na funcdo antitrombogénica do endotélio. A placa é caracterizada por espessamento
do epitélio, composta por tecido fibroso e de mdasculo liso, além de lipideos,
colesterol e calcio. Nos resultados histologicos do presente estudo, ndo foram
observadas infiltracdes celulares aderidas ao endotélio, necrose nem distarbios
degenerativos do tecido.

Os resultados histopatoldgicos do atual estudo vado em contrapartida do que
foi observado por Fanti (1999) no seu trabalho para comparar as alteracoes
funcionais e alteragfes inflamatoérias na superficie endotelial em animais normais e
hipertensos, onde encontrou células do tipo inflamatoérias aderidas no endotélio
vascular na aorta de ratos com a producdo de Oxido nitrico bloqueada. Como ja
mencionado anteriormente, a biodisponibilidade de 6xido nitrico estava prejudicada
nos animais do grupo GHB devido a disfungéo endotelial causada pela exposi¢ao
materna ao glifosato. Partindo desse pressuposto, a integridade endotelial
comprometida possibilitaria a adeséo de células inflamatérias. Por outro lado, nos
achados histologicos deste estudo ndo foram observadas adeséao celular de nenhum
tipo ao endotélio vascular. Cabe ressaltar que a NOS endotelial possui um papel
importante como sensor mecanico, mediando a liberacdo de NO conforme as

alterac6es hemodinamicas acontecem dentro do vaso (FANTI, 1999).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que ratos machos adultos
provenientes de ratas expostas ao herbicida glifosato-Roundup® tiveram seu
relaxamento dependente do endotélio prejudicado, e um prejuizo mais acentuado
em ratos com 12 meses de idade, indicando assim que o fator idade também
contribuiu para esse resultado. Houve também um aumento expressivo na contracao
induzida por fenilefrina na presenca de L-NAME, pois o dano endotelial
comprometeu a biodisponibilidade do vasodilatador oxido nitrico. O relaxamento
induzido por acetilcolina melhorou nos ratos GHB com a presenca do TEMPOL, em
ambas as idades. Isso sugere que a exposicdo materna ao glifosato resulta em
estresse, sendo esse fator uma possivel causa para a hiperreatividade vascular
observada. Com a indometacina houve aumento da amplitude de relaxamento,
indicando que ha participacao de prostandides nas alteracfes vasculares da prole de
animais expostos ao herbicida, e sdo mediadas pela ativacdo e/ou maior expressao
da COX. O aumento na sintese ou da liberacdo de fatores contrateis, como
derivados do acido araquidbnico através do metabolismo da ciclooxigenase,
associado a um maior estresse oxidativo podem ser 0s principais mecanismos
envolvidos nessas alteragdes vasculares. Os resultados também revelam que,
embora ndo tenham sido demonstradas alteracbes nos parametros cardiacos ou
histologicos, os niveis atuais considerados seguros para exposicdo ao glifosato

merecem maiores investigacoes, principalmente durante a gravidez.
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ANEXOS

ANEXO A - Autorizagdo da Comissado de Etica no Uso de Animais da UNIVASF

MINISTERIO DA EDUCAGAO

g%  MINISTERIO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de autorizacao

Certificamos que a proposta intitulada: "Estudo da exposi¢io materna a formulacio
comercial contendo glifosato sobre a func¢io vascular de artérias de ratos adultos”,
registrada com o n° 0001/240919, sob a responsabilidade de Diego Barbosa de Queiroz - que
envolve a produgdo, manutengao ou utilizagiio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15
de julho de 2009, ¢ com as normas cditadas pclo Consclho Nacional de Controle dc
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMALIS (CEUA) da Universidade Federal do Vale do Sio Francisco - UNIVASF, em reunido
de 24/09/2019.

Finalidade () Ensino (x ) Pesquisa Cicntifica
Vigéncia da autorizagio 01/11/2019 a 12/06/2021
Espécic/linhagem/raga Rattus norvegicus

N° dc¢ animais 35M; 08 F=43

Peso/Idade 10 - 24 semanas/ 300g

Sexo Ambos

Origem Biotério Central da UNIVASF

Em: 22/10/2019
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