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RESUMO

O glifosato é um herbicida sistémico, pés-emergente e nao seletivo, derivado da glicina,
amplamente utilizado no Brasil para o controle de plantas daninhas, sendo comumente
comercializado na forma de sal de isopropilamina. Toxicologicamente é classificado como
produto da Classe IV — Pouco Téxico, sendo sua DL50 para camundongos de 1.570
mg/kg de peso corporal, e pertence a Classe Ill - Produto Perigoso em relacdo a
periculosidade ambiental. Dados da literatura referentes aos efeitos deste produto sobre a
saude humana sao contraditérios e em alguns aspectos, como imunolégico e
comportamental, escassos. Desta maneira o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
exposicao sub-cronica ao glifosato sobre a resposta imune humoral, a barreia hemato-
encefdlica e o comportamento de camundongos. Para isso quatro grupos de animais
receberam o agrotdxico por via oral em doses equivalentes a 1/100 e 1/10 da DL50 do
produto, em intervalos de 48 horas, por um periodo de 30 dias. Posteriormente um grupos
de cada dosagem foram inoculados com 180ug/0,2ml de OVA por via intraperitonial nos
dias 0, 7, 14, 21 do experimento este mesmo protocolo de in6culo de OVA foi repetido
para o grupo que s6 recebeu OVA. Ao grupo controle foi administrado salina. Ao término
do periodo de trinta dias foram realizados os testes comportamentais e coletadas
amostras de sangue e cérebro. Foram realizadas as seguintes analises: os testes de
campo aberto, labirinto em cruz elevado, nado for¢cado, dosagens de IgM e IgG totais e
anti-OVA presentes no plasma e no cérebro. Os animais tratados com glifosato
apresentaram redugao dos valores de IgM e aumento dos de IgG, uma permeabilidade
seletiva da barreira hemato-encefélica e uma tendéncia a menor exposicdo a lugares
abertos, porém sem afetar o comportamento relacionado a ansiedade, e tendo uma
atuagao “antidepressiva”, que é revertida quando ha a inoculagédo de OVA. Os resultados
demonstraram que a exposigao ao glifosato compromete os parametros imune humoral,
afeta a barreira hemato-encefélica de maneira especifica e o0 comportamento. Isto pode
levar ao comprometimento da efetividade do sistema imune e de outros sistemas,

facilitando o aparecimentos de patologias.

Palavras-chave: glifosato, camundongos, IgM, IgG, OVA, campo aberto, labirinto em cruz
elevado, nado forgado.



ABSTRACT

The glyphosate is a systemic, post-emergent and nonselective herbicide, derived from
glycine, widely used in Brazil for the control of weeds, being commonly commercialized in
the form of isopropylamine salt. Toxicologically it is classified as a Class IV product — Little
Toxic — being its LD50 1570 mg/kg of body weight for mice, and belonging to Class Il —
Dangerous Products regarding to environmental dangerousness. Literature data referent
to the effects of this product over human health are contradictory and in some aspects, as
the immunological and behavior ones, rare. In this way the objective of this study was the
evaluation of the effect of sub-chronic exposure to glyphosate to the humoral immune
response, the blood-brain barrier and the behavior of mice. For this, four groups of animals
were given the pesticide by gavage in doses equivalent to 1/100 and 1/10 of the
glyphosate LD50, in intervals of 48 hours, during a period of 30 days. From this groups,
two were inoculated intraperitonialy with 180ug/0,2ml of OVA in the days 0, 7, 14 and 21 of
the experiment. The same protocol was applied in the group which received only OVA. To
the control group only saline was given. By the end of the period, the behavior tests was
applied and blood and brain samples were collected. The following analyses were made:
open field, plus maze and forced swimming test, and the determination of total and anti-
OVA IgM and IgG in the serum and brain samples. The glyphosate treated animals
presented a reduction of IgM and an increase of IgG, a selective permeability of the blood-
brain barrier and a tendency to less exposure a open places, although without alterations
in the anxiety parameters, and having an “ant depressive” actuation, which are reversed
when we have the OVA inoculation. The results demonstrated that the exposure to
glyphosate compromises parameters of the humoral immune system, affects the blood-
brain barrier and the behavior. This can lead to the immune system effectiveness
compromising and of others systems, facilitating the surging of pathologies.

Key words: glyphosate, mice, IgM, IgG, OVA, open field, plus maze, forced swimming
test.
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1 INTRODUCAO



Com o advento da revolucao industrial houve uma intensificacdo do
éxodo rural, uma vez que os grandes centros passaram a oferecer um namero
maior de possibilidades empregaticias para a populacdo. Apesar da saida de
trabalhadores no campo, a populacdo mundial ndo reduziu o seu crescimento,
gerando uma demanda crescente de alimento. Para suprir este mercado de
consumo tem se investido cada vez mais no desenvolvimento de técnicas e
equipamentos agricolas.

Como exemplo disto, de forma geral, basta observarmos o crescimento
da populacdo mundial e a producao agricola. Em 1960, a populacao mundial
era de 3,04 bilhdes de habitantes, passando para 6,079 bilhées no ano de
2000, representando um crescimento de 99,97% (U.S. CENSUS BUREAU,
2002). Enquanto isso, a producao mundial de cereais, produto agricola base na
alimentacao, passou de 1,076 para 1,913 bilhdes de toneladas entre 1966 e
1990, um aumento de 77,79% (AGCAOILI & ROSEGRANT, 1994).

No Brasil, pais que tem como principais produtos de importacdo os de
origem agricola, enquanto a populacdo entre 1960 e 2000 apresentou um
crescimento de 142,3%, passando de 70,07 para 169,78 milhdes de habitantes
(IBGE, 2006), a producédo de cereais apresentou um crescimento de 494%
entre 1960 e 2000, passando de 16,237 milhdes de toneladas em 1960 (IBGE,
1963) para 96,495 milhdes de toneladas em 2000 (IBGE, 2001).

Apesar do crescimento populacional e o grande aumento da producao
de cereais no Brasil, a populacao rural diminuiu no mesmo periodo, passando
de 38,7 milhdes em 1960 para 31,8 milhdes em 2000. Com isto vislumbra-se a
importancia do desenvolvimento tecnolégico na area agricola, onde cada vez
mais ha a dependéncia da mecanizacao e o uso de insumos agricolas, como
0s agrotoxicos.

Os agrotéxicos sao utilizados para minimizar a acao danosa de
insetos, doencas e ervas daninhas de modo a reduzir as perdas na producao
agricolas, mas os agrotoxicos também sao utilizados no ambiente urbano para
fins domésticos, industriais e de saude publica, entre outros (ECOBICHOM,
2000).

Na sua diversidade de aplicacdes, estes produtos sido bastante
consumidos no mundo, movimentaram US$ 30,3 bilhdes de dolares em 1995
(AGROCHEMICAL, 1996). Entre as classes mais utilizadas encontram-se os



herbicidas, inseticidas e fungicidas, correspondendo respectivamente a 40%,
30% e 20% do consumo de agrotdxicos (WHO, 1992). Ja no Brasil estes
produtos movimentaram US$ 2,5 bilhées durante o ano de 2000, sendo US$
1,3 bilhdes destes apenas em herbicidas (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2003).

Nao sdo encontrados dados relativos ao consumo individual de
agrotoxicos, seja do principio ativo ou da formulacdo comercial, no Brasil. O
Unico levantamento encontrado, realizado no estado do Parana, sobre o
emprego de agrotdxicos por principio ativo demonstrou que o glifosato foi o
herbicida mais utilizado e empregado principalmente no cultivo de soja na safra
98/99 (IBGE, 2001). Uma vez que a soja & amplamente cultivada no pais,
supde-se que este seja utilizado em larga escala. Esta suposicao é reforcada
com a diversidade de aplicacao deste herbicida, como em areas residenciais,
industriais e vias de transporte (ANDREI, 1999).

Atualmente a agricultura é extremamente dependente do uso de
agrotéxicos, o abandono ou reducdao do uso destes causaria queda na
producédo agricola, aumento nos custos de producao, elevacédo dos precos e,
em alguns locais, fome e desnutricao (KNUTSON, 1999). Entretanto tem se
demonstrado uma preocupacdo cada vez maior quanto a seguranca na
utilizagdo dos mesmos e os efeitos destes no ambiente e na sadde humana
(MARONI et al., 1999; MAGE et al., 2000; EDLESTON et al., 2002).

A utilizacao em larga escala destes produtos combinados as diversas
formas de exposicdo humana a estes resulta em freqlientes contaminagdes
humanas e ambientais (ECOBICHOM, 2001), levando a associacdao da
exposicao cronica aos agrotéxicos com conseqliéncias para a saude humana,
como alteracdes hematoldégicas e hormonais, aborto malformacbes e
desenvolvimento de neoplasias.

O (¢lifosato € um produto com grandes possibilidades de ser um
contaminante humano e ambiental. Todavia, resultados de pesquisas
realizadas sobre os riscos oferecidos por agrotéxicos amplamente utilizados
como o glifosato tem gerado polémica na populacdo em geral e no meio
cientifico (WILLIAMS et al., 2000).

Apesar da divergéncia existente na literatura sobre os efeitos do
glifosato sobre a saude humana, como os trabalhos de BOLOGNESI e



colaboradores (1997) e KIER e colaboradores (1997), envolvendo aspectos de
genotoxidade, tem-se associado o0 mesmo a efeitos ainda ndo descritos como
aborto (ABUCKLE et al., 2001) e parkinsonismo (BARBOSA et al., 2001) sobre
a saude humana. Em experimentos com animais tem se associado ao glifosato
efeitos como malformacées em ratos (DALLEGRAVE et al, 2003), e em
modelos in vitro com a inibicdo da esteroidogénese (WALSH et al., 2000) e a
interferéncia no ciclo celular (MARC et al., 2002), questionando a seguranca na
utilizagc&o do glifosato.

Diante deste quadro é imprescindivel a verificacao dos riscos a saude
humana com a exposicao ao glifosato, devendo os mesmos serem explorados
e até reavaliados perante a novos conhecimentos e metodologias.

Este trabalho vem para acrescentar informacdes sobre 0 mesmo,

relacionadas aos aspectos imunoldgicos, neurais e comportamentais.



2 OBJETIVOS



2.1. Objetivos gerais

< Avaliar a influéncia do agrotéxico glifosato sobre a resposta imune
humoral, a barreira hemato-encefélica e parametros comportamentais

em camundongos tratados com glifosato.

2.2. Objetivos especificos

Verificar e avaliar:

< A resposta do sistema imune humoral a um desafio antigénico com
ovalbumina através de dosagem de anticorpos IgM e IgG.

< A existéncia de diferencas entre as dosagens de IgG e IgM totais do
soro do sangue periférico e do cérebro.

< A integridade da barreira hemato-encefélica, através da permeabilidade
da mesma ao azul de Evans.

< Possiveis alteragcdes comportamentais de ansiedade e depressao que
possam ser causadas pelo agrotdxico glifosato.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA



3.1. Agrotoxicos

O desenvolvimento da agricultura foi um dos pilares essenciais ao
desenvolvimento das civilizacbes humanas. Desde entdo o homem vem se
empenhando para obter uma producdo adequada de alimentos, enfrentando
devastacdes causadas por insetos e doencas e a interferéncia negativa de
ervas daninhas. Encontramos documentos antigos que registram estas
preocupacoes, como Theophrastus (300a.C.), que descreveu doencas de
plantas conhecidas atualmente como ferrugem e gorgulho, e o Antigo
Testamento que faz referéncia as pragas do Egito como os gafanhotos que
ainda hoje causam perdas importantes na producédo agricola (CREMLYN,
1991).

O controle de pragas através do uso de produtos quimicos remonta a
Grécia e Roma antiga. Antes de 1000a.C. ja se tinha o conhecimento de que o
enxofre evitava doengas e combatia insetos, o proprio uso do mesmo como
fumegante foi mencionado por Homero. A utilizagao de arsénio do inseticida foi
recomendada por Plinio (23-79d.C.) e no séc. XVI pelos chineses. A nicotina na
forma de extrato de tabaco, no séc. XVII, foi o primeiro inseticida natural a ser
utiizado. Porém, as recomendacdoes destes produtos careciam de
embasamento cientifico iniciando somente no séc. XIX os primeiros estudos
sobre 0 emprego de produtos quimicos no controle de pragas na agricultura.
Isto levou a introducdo dos pesticidas naturais rotendides (rotenona) e
piretréides (piretrum) por volta de 1850 e do verde de Paris (arsenito de cobre)
em 1867. As primeiras observacdes sobre o emprego de produtos quimicos ao
combate de ervas daninhas ocorreram em 1896, e em 1900 criou-se uma
legislacédo para regulamentar o uso de pesticidas, possivelmente a primeira do
mundo (CREMLYN, 1991; OMS/PNUMA, 1992).

A partir da década de 30 foram patenteados varios pesticidas como
dinitro-orto-cresol, difenil tricloroetano (DDT) e fenoxiacéticos, assim como
compostos triazinicos, aminas quaternarias e derivados de uréia nas décadas
de 50 e 60 (HENAO & COREY, 1991). Mas foi a partir de 1970 que surgiram
agrotoxicos mais eficazes como as sulfoniluréias, os piretrdides sintéticos e o
glifosato, com novas formulacdes e métodos de aplicagao baseados nos novos

conhecimentos de mecanismos biolégicos e bioquimicos e da interacao



hospedeiro-parasita (OMS/PNUMA, 1992). O primeiro uso de agrotdxicos
registrado no Brasil aconteceu em Cacador, no estado de Santa Catarina, em
1946, onde houve o emprego do hexaclorocicloexano no exterminio de
gafanhotos (ZANIN et al., 1992).

Existem cerca de 15.000 formulagbes para 400 substancias com acao
pesticida utilizadas como ingredientes ativos em todo mundo. Cerca de 8.000
destas formulagées encontram-se licenciadas no Brasil, que é um dos cinco
maiores consumidores mundiais de agrotéxicos (WIKIPEDIA, 2006).

Baseado no Decreto n° 4.074 de 04 de janeiro de 2002, em seu artigo
primeiro, inciso IV, entende-se agrotoxicos e afins como: “produtos e agentes
de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao
danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento” (BRASIL. PRESIDENCIA DA REPUBLICA. CASA
CIVIL. SUBCHEFIA PARA ASSUNTOS JURIDICOS, 2002)

Para a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO, 2003), pesticida € qualquer substancia ou mistura de
substancias destinada a prevencao, destruicdo ou controle de qualquer peste,
incluindo vetores de doencas humanas ou animais, espécies indesejadas de
plantas ou animais que possam causar prejuizo ou interferir de qualquer outra
forma na produgcdo, processamento, armazenagem, transporte ou
comercializacao de alimentos, produtos agricolas, madeira ou produtos de
madeira, alimentos para animais, ou que podem ser administrados aos animais
para combater insetos ou outras pragas em ou sobre seus corpos. O termo
inclui substancias usadas como reguladores do crescimento de plantas,
desfolhantes, dessecantes, ou agentes para reduzir a densidade de frutas, ou
prevenir a queda prematura de frutas e as substancias aplicadas nos cultivos,
antes ou depois da colheita, para proteger o produto contra a deterioracéo
durante o armazenamento e transporte. Desta forma, os termos agrotéxico e

pesticida sado utilizados como sinénimos.
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Quanto a classificacdo, os agrotdéxicos podem ser categorizados
quanto ao seu uso, grupo quimico pertencente, periculosidade ambiental e
classe toxicolégica. Em relagcdo ao uso podem ser distribuidos em diversos
grupos como herbicidas, inseticidas e fungicidas, que sao os mais utilizados,
havendo também os acaricidas, rodenticidas, nematicidas, molusquicidas,
reguladores de crescimento de plantas, desfoliantes e dessecantes,
empregados em menor escala (FARQUHARSON, 1976).

Podem ser citados como representantes classificados segundo grupo
quimico pertencente os organoclorados, piretrdides, carbamatos, etileno-bis-
ditiocarbamatos, bipiridilos, ftalimidas, ftalonitrilas, triazdis e glicinas, que sao
amplamente utilizados (AZEVEDO, 1995).

A classificagdo quanto a periculosidade ambiental € normatizada pela
Portaria n° 84, de 15 de outubro de 1996, do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), em seu artigo
terceiro, que estabelece a distribuicdo dos agrotéxicos em quatro classes,
sendo estas: Classe | — Produto altamente perigoso, Classe || — Produto muito
perigoso, Classe Il — Produto perigoso, Classe IV — Produto pouco perigoso. O
mesmo artigo discrimina os parametros nos quais se baseia a classificagéo,
sendo este a bioacumulacao, persisténcia, transporte, toxicidade para diversos
organismos, potencial mutagénico, teratogénico e carcinogénico.

No Brasil é o Ministério da Saude que regula a classificacao
toxicolégica para os agrotéxicos. Estes sao enquadrados dentro de quatro
classes e os mesmos devem apresentar uma faixa colorida no rétulo indicando
a classe a qual pertence, conforme o quadro 3.1 e a tabela 3.1 (BRASIL —
MINISTERIO DA SAUDE - ANVISA, 1992).

Classe | Extremamente t6xico Faixa vermelha
Classe Altamente toxico Faixa amarela
Classe llI Medianamente t6xico Faixa azul
Classe IV Pouco téxico Faixa verde

Quadro 3.1. Classificagao toxicoldgica e respectiva cor de faixa a ser apresentada no

rotulo da embalagem do agrotdxico. Fonte: BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA, 1992.
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Tabela 3.1. Classificacao toxicolégica de agrotéxicos segundo a DLsy em ratos.

DL50 Liquidos mg/kg

DL50 Soélidos mg/kg

Grupos
peso corporal peso corporal
Extremamente toxico < 20 mg/kg < 5 mg/kg
Altamente téxico 20 — 200 mg/kg 5 - 50 mg/kg

Medianamente téxico

200 — 2000 mg/kg

50 — 500 mg/kg

Pouco toéxico

> 2000 mg/kg

500 — 5000 mg/kg

Fonte: adaptado BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA, 1992.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classifica o risco de um
pesticida a salide humana quanto a toxicidade aguda oral e dérmica (DLso) do
ingrediente ativo deste para o rato, seguindo determinagcées que sao
consideradas procedimentos padronizados em toxicologia. O pesticida recebe
sua classificagdo segundo o maior risco apresentado por uma das vias, oral ou
dérmica, podendo ser considerados outros aspectos quanto ao risco para a
saude humana diferir do indicado pela avaliagdo isolada da DLsy (WHO, 2000).

Tabela 3.2. Classificagdo do risco apresentado pelos agrotéxicos segundo a DLs, em

ratos.
DL50 (mg/kg de peso corporal)
Oral Dérmica
Classe Sélidos Liquidos Sélidos Liquidos
la | Extremamente perigoso <5 <20 <10 <40
Ib | Altamente perigoso 5-50 20 -200 10-100 40 - 400
Il Medianamente perigoso 50 - 500 200 — 2000 | 100 — 1000 | 400 — 4000
Il | Pouco perigoso > 500 > 2000 > 1000 > 4000

Fonte: WHO, 2000.
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3.2. Glifosato
3.2.1. Caracterizacdo quimica

O glifosato é um &acido organico fraco constituido de uma molécula de
glicina e uma de fosfonometila (N-(phosphonomethyl)glycine) (Fig. 3.1).Em sua
forma pura, constituido por um pé branco e inodoro, com densidade especifica
de 1,704 g/cm?®, sua solubilidade em &gua é de 11,6 g/l a 25° e apresenta pH
2,5 em solugdo a 1%. E praticamente insolGvel em solventes organicos, como
etanol, acetona e benzeno, devido a sua alta polaridade (WHO, 1994).

Como produto comercial este é encontrado em diferentes formulagoes
e concentracdes, sendo a formulacao usualmente utilizada com o sal do acido
glifosato desprotonado e um cétion, a isopropilamina (Fig. 3.1), em solucao
aquosana concentracdo de 356 g/l do &cido livre ou 480 g/l do sal e tendo
como surfactante a polioxietilenoamina (WILLIAMS et al., 2000).

O O 0 O
i [
HO—C—CH;—N—CH, —p— OH t'|‘»H3 -0 —C.—(fnz—rr‘— CH; —P— OH
% H.C—C—NH, |
H OH E H OH
(.‘(‘.H]jN;()gp

Glyphosate Free Acid

CASRN 1071-83-6 . N .
deprotonated acid of glyphosate isopropylamine salt

CASRN 38641-94-0

Figura 3.1. Molécula do glifosato. Fonte: WILLIAMS et al., 2000.

3.2.2. Emprego e mecanismo de agao

Herbicida sistémico, de aplicacdo principal pds-emergente, nao
seletivo, utilizado no controle de plantas daninhas. No Brasil € empregado no
controle de cerca 70 espécies perenes e 80 anuais destas (ANDREI, 1999).

Modalidade de emprego agricola: aplicacdo em pos-emergéncia das
plantas infestantes nas culturas de algodao, ameixa, arroz, banana, cacau,
café, cana-de-acucar, citros, feijao, maca, milho, nectarina, pastagens, péra,
péssego, seringueira, soja, trigo e uva (Tabela 3.3). Aplicagdo como maturador
de cana-de-agucar. Aplicacao para eliminagao de soqueira no cultivo de arroz e
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cana-de-agucar. Aplicacdo em pds-emergéncia das plantas infestantes em
florestas de eucalipto e pinus. Aplicacao para o controle da rebrota do eucalipto
(BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA, sd).

Modalidade de emprego nao agricola: aplicacdo em margens de
rodovias e ferrovias, areas sob a rede de transmissao elétrica, patios
industriais, oleodutos e aceiros (BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA,
sd).

Tabela 3.3. Emprego do glifosato.

Uso Agricola
Cultura Aplicacao LMR (mg/kg pc) Intervalo (dias)
Algodao Pés-emergéncia 3 (1)
Ameixa Pdés-emergéncia 0,2 17
Arroz Pdés-emergéncia 0,2 (1)
Banana Pés-emergéncia 0,02 30
Cacau Pdés-emergéncia 0,1 30
Café Pdés-emergéncia 1 15
Cana-de-agucar Maturador 1 30
Cana-de-agucar Pdés-emergéncia 1 (1)
Citros Pdés-emergéncia 0,2 30
Eucalipto Pés-emergéncia UNA
Feijao Pdés-emergéncia 0,05 (1)
Maga Pés-emergéncia 0,2 15
Milho Pés-emergéncia 0,1 (1)
Nectarina Pés-emergéncia 0,2 30
Pastagens P6s-emergéncia 0,2 (1)
Pinus Pés-emergéncia UNA
Péra Pdés-emergéncia 0,2 15
Péssego Pés-emergéncia 0,2 30
Seringueira Pés-emergéncia UNA
Soja Pés-emergéncia 10 (2)
Trigo Pés-emergéncia 0,05 (1)
Uva Pés-emergéncia 0,2 17
Uso Agricola
Categoria Forma Fisica Concentracao Unidade
Jardinagem amadora Liquido 48 Yop/v

(1) Intervalo de seguranca nao determinado devido a modalidade de emprego.

(2) O intervalo de seguranca para a cultura da soja é ndo determinado quando o agrotéxico for aplicado em pés-emergéncia das plantas
infestantes e pré-emergéncia da cultura. O intervalo de seguranga para a cultura da soja geneticamente modificada, que expressa,
resisténcia ao glifosato, é de 56 dias, quando o agrotéxico for aplicado em pés-emergéncia das plantas infestantes e da cultura.

(UNA) - Uso Nao Alimentar.

OBS: 0 LMR para a cultura da soja foi estabelecido para a modalidade de aplicagdo em p6s-emergéncia das plantas infestantes e da
cultura da soja geneticamente modificada, que expressa resisténcia ao glifosato.

Fonte: adaptado BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA, sd.

O mecanismo de acdao do glifosato consiste na interferéncia na
biossintese dos aminoacidos aromaticos essenciais fenilalanina, tirosina e
triptofano, através da inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintetase, responsavel pela biossintese do corismate, que € um intermediario

da sintese destes aminoacidos. Esta via nao esta presente no reino animal,




14

nao representando este tipo de risco a saude humana (CREMLYN, 1991;
WILLIAMS et al., 2000).

3.2.3. Toxicocinética
3.2.3.1. Absorcgao, distribuicdo e excregcao

BREWSTER e colaboradores (1991) demonstraram em um trabalho
com ratos que apdés um dose unica de 10 mg/kg de peso corporal de glifosato,
marcada com "C e 'C, a taxa de absor¢do do mesmo ficou entre 35 a 40%.
Estudo realizados em macacos Rhezus demonstraram que a absor¢ao cutanea
do glifosato, na forma de isopropilamina foi de 3,7% na dose de 25 [ig/cm® e de
5,5% na dose de 270 [g/cm® (WESTER et al., 1991). Em um experimento
realizado in vitro com pele humana, 1,42% da dose de solucdo aquosa de
glifosato aplicada foi absorvida (WESTER et al., 1996).

RIDLEY & MIRLY (1988) determinaram a distribuicdo do glifosato
marcado com '*C no organismo de ratos sete dias apds uma Unica dose oral. A
distribuicdo foi ampla apesar da pequena absorcdo e da rapida eliminacao
(Tabela 3.4).

Tabela 3.4. Recuperacao da radioatividade (% da dose administrada) em excretas e
tecidos de ratos tratados com glifosato "*C marcado.

Dose de 10 mg/kg p.o. Dose de 1000 mg/kg p.o.
Tecido % da dose administrada % da dose administrada
Urina 28.6 17.8
Fezes 62.4 68.9
Orgaos e tecidos 0.046 0.3555
Carcaca restante 0.395 0.248
Conteldo gastrointestinal 0.226 0.0258
Lavado da gaiola 1.3 3.86
Total recuperado 92.8 90.9

Fonte: Adaptado de WHO, 2004.
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3.2.3.2. Metabolizacao

O principal metabdlito produzido a partir do glifosato encontrado em
estudos com ratos foi o acido aminometilfosfénico (AMPA) (Fig. 3.2), em
concentragdes de 0,2 a 0,3% para a dose administrada (WHO, 1994).

)

H -—-I‘\]'—CHQ —P— OH

H OH

Figura 3.2. Acido aminometilfosfonico (AMPA). Fonte: WILLIAMS et al., 2000.

3.2.4. Periculosidade ambiental

O IBAMA classifica produtos a base de glifosato como Classe Il —
“Produto perigoso”, apesar de haverem formulagdes classificadas como Classe
Il — “Produto muito perigoso” (BRASIL-MAPA-ANVISA-IBAMA, sd).

O ¢lifosato liga-se fortemente ao solo ndo sendo absorvido pelas
raizes de plantas, mas é prontamente absorvido pelas folhas e outras partes
dos vegetais. No solo, a sua meia-vida oscila de poucos dias a varios meses e
na agua, de 12 horas a 7 semanas, sendo degradado, principalmente, a AMPA.
A bioacumulagdo em alimentos ndo € esperada devido a sua caracteristica
ibnica e a sua solubilidade em agua (WHO, 2003).

3.2.5. Classificagao toxicologica

Segundo a classificacdo da OMS, o glifosato, por apresentar sua DLsg
em ratos, na forma do acido de N-(fosfonometil)glicina, de 4.230 mg/kg de peso
corporal para o estado solido e de mais de 5.000 mg/ kg de peso corporal para
o estado liquido, é enquadrado como um produto improvavelmente causador
de risco agudo em uso normal continuado (WHO, 1994; WHO, 2000). Segundo
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LARINI (1999) a DLs, do glifosato € de 4.870 e 1.570 mg/kg de peso corporal
para ratos e camundongos, respectivamente.

No Brasil, as formulagdes contendo glifosato, na sua maioria
encontram-se na forma de sal de isopropilamina e sdo classificadas pelo
Ministério da Saude, quanto a toxicidade, como produto da Classe IV - pouco
téxico. No entanto, existem produtos que foram enquadrados como Classe Il -
medianamente toxico, como alguns na forma de sal de potassio
(BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA, sd).

3.3. Epidemiologia

Os agrotoxicos, sobre o ponto de vista de possivel contaminante para
seres humanos, merecem uma especial atencdo. A exposi¢cdo ocupacional
primaria afeta os trabalhadores da agricultura diretamente envolvidos nos
afazeres rurais, os das industrias de pesticidas, os implicados no transporte e
armazenamento e os que fazem a aplicacdo destes produtos em saude publica
e em vias de transporte. Secundariamente, podem contaminar a populacao em
geral através do consumo de agua e alimentos contaminados e a populacao
residente das areas agricolas, ainda podendo ocorrer no uso doméstico em
areas urbanas ou agricolas (MARONI et al., 2000).

A Fundagédo Oswaldo Cruz recomenda aos centros de assisténcia
toxicolégica a seguinte classificagdo das exposi¢cdes: aguda-Unica, ha uma
Unica exposicao; aguda-repetida, ha mais de uma exposicdo em um periodo
inferior a quinze dias; crénica, ocorrendo por mais de quinze dias; e aguda
sobre crbnica, onde ha uma exposicao aguda em individuos cronicamente
expostos & mesma substancia (BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/FIOCRUZ,
2006).

As pesquisas de agrotdxicos como contaminantes das aguas sao de
grande importancia, deste modo se faz necessario em estudo nao apenas os
ingredientes ativos das formulag¢des, mas também os produtos gerados da sua
degradacdao. Como exemplo disto, uma pesquisa quantificou os ingredientes
ativos e seus produtos de degradacdo em pogos de agua em lowa — USA
demonstrou que estes os produtos encontravam-se em freqiéncia e

quantidades superiores aos seus compostos de origem. Os produtos de
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degradacdo dos herbicidas representaram oito dos dez mais frequentes e,
apesar as concentracées individuais nao terem ultrapassado os limites
estabelecidos pelas autoridades locais, mais da metade deles n&o tinha seus
limites maximos aceitaveis estabelecidos. Outra questdo é que nao séao
considerados o efeito causado pelo conjunto, uma vez que sao levadas em
consideracao apenas os compostos individualmente (KOLPIN et al., 1999).

Outros trabalhos relataram a contaminacao de aguas de superficie e
do sub-solo por pesticidas em diversos locais do mundo. TAPPE et al. (2002)
detectaram a presenca de atrazina em aquiferos na Alemanha. Na Africa do
Sul, DALVIE et al. (2003) encontraram endossulfan, deltametrina, clorpirifés,
iprodine, fenarimol em aguas de superficie e do sub-solo.

O limite estabelecido em aguas para o glifosato é de 5.000 [Ig/L e para
o AMPA valores idénticos tém sido aceitos, embora nenhum valor tenha sido
oficialmente adotado (WHO, 2003). O glifosato e o AMPA foram pesquisados
em aguas de superficie na Holanda durante os anos de 1988 e 1989, onde
foram encontradas concentracbes de 0,5 a 1,0 (gL e 6,0 [g/L,
respectivamente (WHO, 1994). Nos EUA, os valores encontrados em agua
filtrada ap6s aplicacdo aérea direta oscilaram de 90 a 1.700 [Ig/L quando
obtida em acudes e 35 a 1.237 [Ig/L quando provindas de cérregos. No
Canada valores de até 5.153 [lg/L foram encontrados apds aplicacao aérea
direta deste herbicida sobre lagos e cérregos. Estes valores decresceram até
niveis indetectaveis de horas a dias ap6s a aplicacdo, dependendo da
vegetacao presente (WHO, 2003).

Outra fonte de exposicao aos agrotéxicos é a presenca de agrotéxicos
em alimentos. VALENZUELA et al. (2001) detectaram residuos de acaricidas e
inseticidas em 25,4% das 150 amostras de laranja examinadas na cidade de
Valencia — Espanha, e em 2,7% das amostras, dois dos inseticidas analisados
encontravam-se em valores acima dos limites maximos permitidos. Pesquisa
realizada em amostras de uva na ltalia, nos anos de 1996 (481 amostras),
1998 (1.195 amostras) e 1999 (1.949 amostras) demonstrou que 7,9%, 6,5% e
2,5%, respectivamente estavam contaminadas com um dos 16 pesticidas
analisados (CABRAS & CONTE, 2001). Residuos de organoclorados
suplantando os limites permitidos foram detectados em carne de cordeiro na
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loguslavia (SPIRIC & SACIC, 1998) e em hortalicas na india (BAKORE et al.,
2002).

No Brasil, ARAUJO et al. (1999) pesquisaram residuos de endossulfan
em 32 amostras de 22 plantacdes individuais de tomates nas proximidades de
Recife. Foram encontrados residuos em 28% das amostras analisadas com
valores de 35 a 510 [g/kg de tomate, embora a legislacdo, desde 1985, s6
permita 0 emprego deste agrotéxico nas culturas de cacau, cana-deacucar e
café, onde os valores maximos permitidos sdo 10 ppb para as duas primeiras e
40 ppb para graos, na ultima. O hexaclorociclohexano e o endossulfan foram
detectados em 0,76 e 10,6% respectivamente, das 132 amostras de leite
examinadas na cidade de Sao Paulo. Outros compostos pertencentes aos
grupos dos carbamatos, piretréides, organosforados foram pesquisados e nao
detectados nas amostras analisadas (CISCATO et al., 2002).

CALDAS & SOUZA (2000) avaliaram o risco crbénico dos pesticidas na
dieta, por meio do calculo da Ingestdo Diaria Teo6rica Maxima (IDTM) em
funcdo dos limites maximos permitidos no Brasil ou no exterior (quando
inexistente no pais) para cada substancia e dos dados de consumo de
alimentos fornecidos pelo IBGE. O risco foi medido comparando a IDTM com a
Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) do Codex Alimentarius. A IDTM foi maior que a
IDA para 23 agrotoxicos em pelo menos uma das 11 regides metropolitanas
avaliadas. Os produtos que mais contribuiram para a ingestdo de agrotoxicos
foram o arroz, o feijao, as frutas citricas e o tomate.

Dados referentes ao glifosato sdo menos freqientes e geralmente
oriundos de exposicoes provocadas experimentalmente. Segundo a FAO/WHO
(1986), o uso do glifosato no pré-plantio ndo resultou em valores detectaveis do
produto nos grdos de cereais (0,05 mg/kg do cereal), entretanto, quando a
aplicacéo foi realizada na pré-colheita, os resultados encontrados oscilaram de
0,2 a 4,8 mg/kg do cereal, sendo a IDA para o glifosato em humanos de 0 a 0,3
mg/kg de peso corporal.

Na Dinamarca, o glifosato é o agrotdxico mais utilizado. A pesquisa do
mesmo e do seu metabdlito AMPA em cereais destinados ao consumo
humano, obtidos das safras de 1998 (49 amostras) e 1999 (46 amostras),
revelou-se positiva em 60% das amostras analisadas, com valores médios de

0,08 e 0,11 mg/kg de cereal e maximos de 1,25 e 1,62 mg/kg, respectivamente.
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Célculos realizados a partir das concentracdes nos cereais € do consumo
humano destes forneceram a estimativa de uma ingestdo de 7 [Ig/dia
(GRANBY & VAHL, 2001).

Dados especificos da quantificacdo de residuos do glifosato em
alimentos no Brasil ndo foram encontrados, entretanto, calculos baseados no
limite maximo permitido de residuo e na ingestdo de alimentos permitiram
concluir que a IDTM deste produto nao ultrapassa a IDA nas regides
metropolitanas que foram estudadas (CALDAS & SOUZA 2000).

No que se refere a intoxicagdes humanas, um relatério da Organizacao
Mundial da Saude com as Nacdes Unidas, estima que em 1985 cerca de 3
milhdes de pessoas apresentaram envenenamento agudo por pesticidas no
mundo causando cerca de 220.000 mortes (WHO, 1990). Dados sobre efeitos
especificos da exposicao crénica aos pesticidas estimam em 735.000 casos,
enquanto que para efeitos inespecificos, como o céncer, estima-se em 37.000
mortes (JEYARATNAM, 1990). Nos paises em desenvolvimento, os indices de
envenenamento por agrotoxicos sao muito superiores aos dos paises
desenvolvidos. Segundo JEYARATNAM (1993), os paises em desenvolvimento
respondem por quase 99% das mortes devidas a intoxicagdo aguda por
pesticidas no mundo, porém representam apenas 20% do consumo mundial
destes produtos.

No Brasil, os dados estatisticos relacionados com a exposi¢ao a estes
produtos sao incompletos. Os registros nacional de intoxicacbes nao ha
descriminacdo quanto ao composto ativo ou férmula comercial utilizados,
sendo somente reportadas apenas como agrotéxicos no uso agricola,
agrotéxicos no uso doméstico ou raticidas. Durante o ano de 2003 foram
registrados no Sistema Nacional de Informacbdes Toxico-Farmacoldgicas
(SINITOX) 14.064 casos de intoxicacdes por agrotdxicos de uso agricola, com
164 obitos. A intoxicacao por estes agentes representou 2,76% de um total de
82.716 casos, correspondendo a segunda maior causa de intoxicacdes no pais,
sendo menor apenas para as ocasionadas por animais pegonhentos
(serpentes), que foi de 6.266 casos. Porém, quanto a letalidade é a primeira,
com uma taxa de 2,7% e representando 30,94,% do total de 530 Obitos
ocorridos. As principais circunstancias nas quais ocorreram as intoxicagdes por

agrotoxicos foram tentativa de suicidio (79,88%) e acidente individual (9,15%).
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A notificacdo de casos de intoxicacdo por agrotoxicos ndo € compulsoria e 0s
Centros de Informagdes Toxicologicas (CITs) ndo estao presentes em todos os
estados. Além disso, o envio dos dados registrados por estes centros ao
SINITOX também nado é compulsério, de forma que as estatisticas dos casos
registrados estdo subestimadas (SINITOX). Segundo a Organizacao Mundial
da Saude (WHO, 1990) para cada caso notificado de intoxicacdo haveriam
outros 50 nado notificados, 0 que corresponderia, estimativamente, a 8.200
casos de intoxicacao por agrotoxicos no Brasil, durante o ano de 2003. Esses
dados caracterizam o evento intoxicacdo por agrotdxicos e as doencas
decorrentes deste como um problema de saude publica.

Sao raros os dados especificos constando a discriminacdo dos
agrotoxicos envolvidos. O relatério anual da Associagdo Americana de Centros
de Controle de Intoxicagcbes (APCC), referente ao ano de 2001, registrou
2.267.979 casos oriundos dos 64 centros 24 participantes, dos quais 90.010
(4% do total) foram devidos a pesticidas. O glifosato foi o agente tdxico
responsavel por 4.426 casos, correspondendo a 0,195% de todas as
intoxicacoes e a 4,92% das referentes aos pesticidas (LITOVITZ, 2002).

Em Santa Catarina, um estudo retrospectivo (COLARES, 2002)
realizado com base nos casos registrados no CIT-SC entre abril de 1984 e
marco de 2000 revelou que neste periodo houve um total de 36.243
intoxicacbes, das quais 4.111 por agrotoxicos e destas, 396 foram pelo
glifosato. A incidéncia por 100.000 habitantes dos registros de intoxicagdes por
este produto foi zero em 1984 e cresceu para 1,49 em 1999.

A maioria dos registros de intoxicacdes refere-se a casos agudos,
sendo os devidos a exposicao crbnica raros e subestimados, seja pela
dificuldade no estabelecimento de uma relacao causal, ou pela falha ou
inexisténcia de um sistema de registro efetivo para esse tipo de
envenenamento. Em conseqiéncia destas dificuldades os efeitos desse tipo de
exposicdo sobre a saude humana estdo basicamente condicionados as
extrapolagdes de estudos in vitro, em animais de laboratério ou a estudos
epidemiologicos (ECOBICHON, 2001).
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3.4. Efeitos sobre a saude

Na literatura cientifica mundial existem inumeros trabalhos que
associam a exposicao aos pesticidas com varias patologias ou alteracées em
parametros do organismo humano (STILLER-WINKLER et al., 1999; BUCKLEY
et al., 2000; ARBUCKLE et al., 2001; BEARD et al., 2003, FARAHATT et al.,
2003).

Em um estudo de FARAHAT e colaboradores (2003) realizado com
homens expostos ocupacionalmente a agrotéxicos organofosforados aplicados
nas plantacées de algodao, no Egito, os individuos expostos apresentaram
alteragdes neurocomportamentais, com performance significantemente menor
em testes que avaliavam a abstracao verbal, memoéria, atencao, solucao de
problemas e resposta visual motora, quando comparados com 0O grupo
controle, da mesma faixa etaria, condicdes socioeconbmicas e nivel
educacional.

Uma pesquisa realizada em agricultores do Colorado-EUA, entre 1992
e 1997, concluiu que havia forte associacdo entre sintomas de depressao e a
exposicdo aos organofosforados (STALONE; BESELER, 2002a). Outro estudo
realizado pelos mesmos autores verificou que a dificuldade de concentracéao,
necessidade de anotacéo para lembrar de tarefas, dificuldade no entendimento
de noticias de jornais e revistas, irritacdo, palpitacédo, cefaléia e necessidade de
dormir mais que o habitual foram sintomas associados significantemente com a
exposicao aos organofosforados (STALONE; BESELER, 2002b).

Estudo realizado por BENER e colaboradores (1999) nos Emirados
Arabes Unidos, demonstrou que os agricultores expostos aos pesticidas
apresentavam alta prevaléncia de sintomas e patologias respiratérias e
dérmicas quando comparados com o grupo controle, como tosse, faringite,
bronquite, asma, insuficiéncia respiratéria, pneumonia, sinusite, dermatite de
contato, irritagcdo nasal e cutanea, além da reducao significante nos parametros
de espirometria como um todo e elevagao dos niveis da IgE sérica total.

Um estudo epidemiolégico realizado por BEARD e colaboradores
(2003) sobre trabalhadores rurais expostos aos agrotéxicos no periodo de 1935
a 1996, revelou uma taxa de mortalidade significantemente alta para diabetes e
asma, quando considerado o periodo total analisado, em comparagdo com a
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populagdo australiana em geral. Este estudo também evidenciou elevada
mortalidade para outro grupo de patologias freqlientemente associadas a
exposicao aos pesticidas, as neoplasias. Neste estudo o cancer de pancreas
apresentou elevada incidéncia de mortalidade para o periodo associado ao
DDT (1955 a 1962), e as leucemias, especialmente a mieléide aguda,
apresentaram uma mortalidade significante para o periodo dos quimicos
modernos (1962 a 1996).

HOAR e colaboradores (1986) realizaram um estudo epidemiolégico
no Estado do Kansas, no qual verificaram um aumento de seis vezes para o
risco de desenvolver linfoma ndo-Hodgkin (LNH), em agricultores expostos por
mais de 20 dias/ano aos herbicidas do grupo dos fenoxiacéticos, quando
comparados ao grupo controle da populacdo em geral, sendo que este risco
aumentava com o tempo de exposicao. Outro estudo epidemioldgico realizado
em criangas e adolescentes americanos, demonstrou a associagdo entre o
aumento da incidéncia de LNH com a freqléncia no uso doméstico de
pesticidas, sem relaciona-lo a um produto ou grupo especifico (BUCKLEY et
al., 2000). BLAIR e ZAHM (1995) revisaram a frequiéncia das diferentes causas
de morte entre agricultores observando um aumento nas causadas por
neoplasias, como a morte por leucemias, LNH, cancer de prostata, cérebro,
estbmago e labios, melanoma e sarcoma de tecidos moles, mas havendo uma
reducdo nas mortes por doencga cardiaca, cancer de pulmao, bexiga, figado,
célon, esb6fago, reto e rins, quando comparada ao grupo controle.

Também foram avaliadas as conseqiéncias da exposicdo aos
pesticidas na gestacao. Em um estudo retrospectivo, realizado nas Filipinas por
CRISOSTOMO e MOLINA (2002) foram comparadas mulheres residentes em
areas agricolas, onde o uso de pesticidas ocorreu de forma tradicional,
pressupondo-se maior exposicao aos pesticidas, com mulheres na mesma
situacao ocupacional, porém, localizadas em areas onde foram empregadas
praticas de manejo integrado de pragas, onde haveria uma menor exposicao. A
frequéncia de aborto espontdneo e anomalias ao nascimento foram
significantemente maiores nas mulheres residentes em areas onde o0s
pesticidas foram empregados de forma tradicional.

Um outro estudo realizado com 2.110 mulheres da populagéao agricola
de Ontario-Canada avaliou o efeito da exposicao aos pesticidas sobre o risco
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de aborto espontaneo. Foram analisadas 3.936 gestacbes e 395 abortos
espontaneos. O periodo da exposicao ao agrotéxico (pré-concepgao ou pos-
concepcao) bem como o periodo do aborto (precoce: menos de 12 semanas de
gestacédo; tardio: 12 a 19 semanas de gestacdo) foram considerados e 0s
resultados revelaram que o risco de aborto precoce aumentava
moderadamente com a exposicdo préconcepcao aos herbicidas do grupo dos
fenoxiacéticos e das trizinas e o risco de aborto tardio aumentava fortemente
com a exposicao pré-concepcdo ao grupo dos ditiocarbamatos e para o
glifosato. Quando relacionados a faixa etaria se observou um aumento do risco
de aborto para gestantes com mais idade, onde, especialmente com o
glifosato, este aumento do risco triplicou (ARBUCKLE et al.,, 2001). Porém
algumas pesquisas tem apresentado resultados controversos, como o de
BOLOGNESI e colaboradores (1997). Estes autores obtiveram resultado
positivo o ensaio de formacdo de micronucleos na medula dssea de
camundongos inoculados intraperitonealmente com doses de glifosato menores
que as utilizadas por KIER et al. (1997), 450 e 550 mg da formulacdo comercial
de glifosato por kg peso corporal, que obtiveram resultado negativo no mesmo
tipo de ensaio, com a mesma espécie e via de inoculacao.

LIOI e colaboradores (1998a) reportaram a formacao de cromossomos
aberrantes em linfécitos humanos expostos ao glifosato a partir da
concentragédo de 8 [IM, em testes realizados in vitro (cultura), assim como
aumento da atividade da enzima G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase)
nestas células. Este resultado forneceu uma forte indicacéo da inducao de um
estado pro-oxidante como resposta inicial da exposicao ao produto, visto que a
G6PD catalisa um passo limitante no “shunt’” da hexose monofosfato além de
ser necessaria para manter o “poof” intracelular da glutationa reduzida. Estudos
dos mesmos parametros em linfocitos bovinos apresentaram resultados
semelhantes aos anteriores, acrescentando uma significante redug¢éao no indice
mitotico ndo observada com as células de origem humana (LIOI et al, 1998b).

DALLEGRAVE et al. (2003) realizaram estudos de teratogenicidade
em ratos Wistar com o glifosato na sua formulacao comercial Roundup®, em
concentracdes de 500, 750 e 1000 mg/kg de peso corporal dadas no sexto e
décimo quinto dia da gestacdo. As alteracdes esqueléticas significantes,
observadas nos fetos, foram ossificacdo incompleta do cranio, dos membros,
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do processo de fusdo dos segmentos do esterno, 0ssos interparietais e
supraociptais bipartidos, auséncia de vértebra caudal e ndo ossificacdo das
falanges nas patas traseiras. Alteracoes esqueléticas ocorreram em 15.4, 33.1,
42.0 e 57.3% dos fetos nascidos dos grupos controles e tratados com 500, 750
e 1000 mg/kg de peso corporal, respectivamente. No entanto, a Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 2004) caracteriza este herbicida como néo
mutagénico, ndo teratogénico e nao carcinogénico.

DARUICH e colaboradores (2001) avaliaram a atividade da isocitrato
desidrogenase (ICD), G6PD e malato dehidrogenase (MD), enzimas com
funcdo na geracdo de NADPH. Os érgéos analisados foram o figado, coracéo e
cérebro das ratas prenhas e de seus fetos. Os resultados demonstraram varias
alteracoes, desde inibicoes significantes até elevacbes significantes da
atividade para as diferentes enzimas e para a mesma enzima, dependendo da
dose e/ou do tecido analisado.

Em um estudo in vitro foi testado o efeito do glifosato sobre a atividade
das enzimas acetilcolinesterase (AchE), lactato desidrogenase (LDH),
aspartato aminotranferase (AST), alanina aminotranferase (ALT), fosfatase
alcalina (ALP) e fosfatase acida (AcP) em amostras de soro obtido de doadores
clinicamente saudaveis. Foram utilizadas dez concentragdes numa faixa de 5 a
2000 mM do glifosato, as quais apresentaram efeito sobre todas as enzimas,
exceto para a AcP, demonstrando a toxicidade do mesmo nas condi¢coes
testadas. As concentracbes que inibiram 50% da atividade enzimatica apds
incubacgao de 1 h a 37 °C (Ic50) foram 714, 750, 54, 270, 71 mM para a AchE,
LDH, AST, ALT e ALP, respectivamente (EL-DEMERDASH et al., 2001).

Outro aspecto que tem sido objeto de estudo é o efeito do glifosato
sobre o ciclo celular. MARC et al. (2002) utilizaram um modelo universal de
estudo da regulagéo do ciclo celular para pesquisar a interferéncia do glifosato
(Roundup®) sobre o mesmo e os resultados obtidos demonstraram que este
produto interfere no ciclo celular retardando a ativacdo do complexo regulador,
o CDKf1/ciclina B. Considerando a universalidade do complexo regulador
CDK1/ciclina B entre as espécies, a seguranca deste herbicida para a saude
humana é passivel de questionamento.

Devido ao importante papel que o sistema imunoldégico desempenha

no organismo como um todo e na prevencao da instalagdo e desenvolvimento
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de neoplasias e outras doencas, pesquisas tém sido realizadas abordando o
efeito dos agrotéxicos sobre diferentes parametros da imunidade. STILLER-
WINKLER e colaboradores (1999) reportaram que trabalhadores rurais
expostos aos pesticidas apresentaram prejuizo da funcdo imune por célula
mediada, onde houve um aumento de TNF e reducédo da IgM circulante no
soro, que se correlacionava com a duracdo da exposicdo. COLOSIO e
colaboradores (1999) relataram desde efeitos discretos até evidentes
alteracées dos parametros imunoldgicos relacionados com a exposicao aos
pesticidas, entretanto, ainda ndo estdo estabelecidos correlagcées entre estas
alteragao e o desenvolvimento de doencas.

EL-GENDY, ALY e EL-SEBAE (1998) expuseram peixes (Tilapia
nildtica) ao glifosato em uma concentracdo de 1/1000 da recomendada para
uso em plantacées, por um periodo de 1 a 96 h. Foram avaliadas as respostas
imunes celular e humoral e os resultados demonstraram redugdes significantes
em ambas. A resposta imune celular foi significantemente reduzida em todos
os periodos de exposicao e frente a todos os mitbgenos testados,
(fitohemaglutinina, concanavalina A e lipopolissacarideo), sendo que o0s
maiores indices foram alcancados apds quatro semanas. A imunidade humoral,
avaliada através da formacao de placas por células esplénicas apos inoculagao
de eritrocitos de ovelha, foi suprimida de maneira dose dependente
decrescendo conforme o tempo.

Entretanto, um estudo de BLAKLEY (1997) mostrou que a producéao de
anticorpos por células esplénicas de camundongos expostos ao glifosato nao
apresentou diferencas significantes, mesmo em doses até 75 vezes maiores do
que as que poderiam ser encontradas em pastagens sob condi¢gdes normais de
aplicagéo.

3.5. Barreira Hemato-Encefalica (BBB)

O microambiente cerebral € separado das flutuacées de ions e da
concentracdao de metabdlitos do sangue por duas estruturas, uma que separa o
sangue sistémico da circulagdo do fluido intersticial, definida como barreira
hemato-encefalica (BBB), e outra que separa o sangue do fluido cerebro-
espinhal (CSF), denominada barreira hemato-CSF (ZHENG et al., 2003). Estas
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barreiras participam ativamente de varios aspectos do funcionamento cerebral,
como o envolvimento nos primeiros estagios de desenvolvimentos cerebral, na
maturagdo cerebral, na homeostasia do sistema nervoso central (SNC) e na
regulacao drogas (STRAZIELLE & GHERSI-EGEA, 2000a, 2000b; ZHENG,
2001a, 2001b). Sendo assim varios estudos tém sido feitos para compreender
a influéncia fisiopatolégica das barreiras em disturbios neuronais, como edema
cerebral induzido por quimicos, desenvolvimento cerebral anormal e o possivel
inicio de doencgas neurodegenerativas (ZHENG et al., 2003).

A BBB é formada por células endoteliais que sao ligadas umas as
outras por juncdes oclusivas, as quais isolam o cérebro do sangue. Mas estas
juncdes nao se apresentam tao fortes em todas as regides, como no plexo
coroide. Desta maneira drogas hidrofilicas e toxicos podem ter acesso, em uma
extensdo limitada, ao cérebro através do plexo cordide. Primeiro, estas trocas
se dao devido a ndo usual localizagcdo e organizacdo histolégica do epitélio
corodide e, segundo, este tecido tem grande capacidade de metabolizacdo de
drogas (STRAZIELLE & GHERSI-EGEA, 2000a).

Diferentes transportadores, sozinhos ou ligados ao metabolismo
intracelular de drogas, tanto formam uma eficiente barreira funcional a
diferentes compostos téxicos e drogas como aceleram a eliminacdo de
metabdlitos enddgenos téxicos, assim como xenobibdticos e drogas de fora do
CSF, influenciando sobre a sua biodisponibilidade no cérebro (SUZUKI et al.,
1997; GHERSI-EGEA & STRAZIELLE, 2002).

Ao contrario de outros tecidos e érgaos do corpo, a fungdo normal do
cérebro se deve a uma delicada coordenacao da atividade neuronal. Pequenas
mudancas na quimica cerebral podem ter um profundo impacto na
aprendizagem, meméria e comportamento. Ademais, danos cerebrais
induzidos por quimicos sédo altamente seletivos em algumas areas do cérebro,
mas nao em outras. Desta mesma maneira ocorre uma disposicdo quimica
seletiva no SNC, onde a BBB tem papel determinante e pode contribuir para os
padrées unicos de sensibilidade de regides cerebrais a neurotoxicos. Isto se
deve a diferentes fluxos sangulineos, composicao celular, variacdo morfolégica,
padroes de expressao de proteinas, funcionamento das juncbes oclusivas e o
efeito dos toxicos sobre estes porgdes da barreira. Sendo assim, as barreiras
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protegem os tecidos neurais contra agentes quimicos organicos e inorganicos

através de mecanismos complementares diferentes (ZHENG et al., 2003).

3.6. O sistema imune e suas interacées neuroimunecomportamental

A resposta imune compreende a uma variedade de mecanismos de
controle cuja finalidade é restaurar o estado de repouso do organismo quando
este gera uma resposta a determinado antigeno, qualquer particula nao-propria
ao organismo, onde em uma resposta imune eficiente o resultado final do
reconhecimento do antigeno pelo organismo e as interacées entre o antigeno e
uma rede de células imunologicamente competentes acarretara na eliminacao
do antigeno (PEAKMAN &VERGANI, 1999; ROIT et al., 1999).

A resposta imune pode ser dividida basicamente pode em dois niveis
de defesa contra agentes externos: a imunidade inata e a imunidade
adaptativa. A imunidade inata ou natural age como a primeira linha de defesa
contra as infecgcdes, sendo os mondcitos, macréfagos e neutrdfilos
polimorfonucleares as células responsaveis pela defesa. A imunidade inata,
esta é amplamente mediada pelos granulécitos, que formam colecdo de
células, muitas das quais aptas a ingerir e destruir microrganismos (ROIT et al.,
1999).

A resposta imune adaptativa é altamente especifica e desencadeada
pela presenca de um agente estranho que nao foi eliminado inicialmente pelo
sistema imune inato. As respostas adaptativas sdo mediadas por linfécitos, que
proporcionam a imunidade duradoura, ou seja, esta possui memobria,
manifestada apdés a doengca ou a vacinacdo. Os linfécitos sdo as células
centrais das respostas imunes adaptativas uma vez que reconhecem,
especificamente, patégenos individuais; quer eles estejam localizados no
interior das células do hospedeiro, quer se localizem nos fluidos teciduais ou no
sangue (ROIT et al., 1999).

Existem varios tipos de linfcitos, mas eles podem ser enquadrados
em duas categorias basicas: linfécitos T e linfécitos B. Os linfocitos B
combatem patégenos extracelulares e seus produtos através da liberacdo do
anticorpo, uma molécula que, especificamente, reconhece uma molécula-alvo

(antigeno) e se liga a ela. O antigeno por sua vez pode ser uma molécula na
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superficie de um patégeno ou uma toxina produzida pelo patégeno. Ja os
linfécitos T possuem uma ampla variedade de atividades, sendo principalmente
a coordenacdo da resposta imune. Os linfécitos T ainda podem estar
envolvidos no controle da producao e diferenciacdo dos linfécitos B e na
producdo de anticorpos (producdo clonal), outros podem interagir com as
células fagocitarias facilitando a localizacao e a destruicdo dos antigenos, e um
terceiro grupo reconhece e destréi células infectadas por patégenos (ROIT et
al., 1999).

A resposta imune humoral a antigenos envolve a producdo de
anticorpos pelos plasmacitos, linfocitos B diferenciados, a ligagdo deste
anticorpo ao antigeno e a eliminacao deste pelas células acessérias e por
moléculas do sistema imunolégico (citocinas). A resposta humoral requer
usualmente a acao de células T auxiliares que liberam sinais quimicos para
qgue haja a producao de anticorpos especificos para um fragmento peptidico do
antigeno. Neste caso, o linfécito B prolifera e se diferencia no microambiente
especializado dos tecidos linféides, onde a hipermutacdo somatica gera
diversidade nas imunoglobulinas de superficie da célula B, e as células B que
ligam o antigeno mais avidamente s&do selecionadas para diferenciacao
posterior pelo contato com o antigeno na superficie de células dendriticas
foliculares. Tais eventos possibilitam que a afinidade dos anticorpos aumente
no decurso de uma resposta humoral e especialmente nas respostas repetidas
ao mesmo antigeno (JANEWAY et al., 2002).

As células T auxiliares também direcionam a variacéo de isétipo, o que
leva a producédo de anticorpos de varios is6tipos que podem ser distribuidos
pelos diversos compartimentos do corpo (SCROFERNEKE & POHLMANN,
1998).

As imunoglobulinas, também conhecidas como anticorpos, sao
proteinas encontradas no sangue e em outros fluidos corporais que fornecem a
especificidade para o sistema imunoldégico natural. As imunoglobulinas sao
encontradas na superficie dos linfécitos B ou como proteinas soluveis
produzidas por plasmdcitos, linfécitos-B diferenciados, e sua funcédo consiste
em se ligar a substancias nao-proprias do corpo desencadeando uma reacao
que leva a eliminagao do antigeno. As imunoglobulinas também podem se ligar

a antigenos, nao necessariamente patogénicos e assim dar inicio a uma
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reacao imunolégica, podendo neutralizar toxinas bacterianas, fazendo com que
eles possam ser instrumentos Uuteis de diagnostico (SCROFERNEKE &
POHLMANN, 1998; STITES et al., 1992).

Na maioria dos mamiferos superiores existem cinco classes distintas
de moléculas de imunoglobulinas, de mesma estrutura basica, que sao
designadas de IgA, IgD, IgE, IgG, IgM. Estas imunoglobulinas diferem em
tamanho, conformacao espacial, cargas elétricas, composicdo de aminoacidos
e no conteudo de carboidratos (ROIT et al, 1999). O que conferem a elas
fungdes diferentes (STITES et al., 1992).

Elas sdo moléculas bifuncionais que se ligam a antigenos e, também,
iniciam fénomenos biolégicos, independente da especificidade do anticorpo
(STITES et al., 1992).

A IgM é a primeira imunoglobulina produzida na resposta humoral
(PEAKMAN &VERGANI, 1999), predominando na primeira fase da resposta
imune e depois tendendo a ser menos abundante (STITES et al.,, 1997).
Desempenha um papel na protegcdo contra infeccées na corrente circulatoria,
enquanto isétipos mais maduros, como a IgG, se difundem nos tecidos
(JANEWAY et al., 2002), por isto engloba certas respostas de anticorpo, como
0s anticorpos “naturais” para os grupos sanguineos (STITES et al., 1992).

A IgM é basicamente um pentamero composto de cinco monémeros de
IgM unidos pela cadeia J, possuindo assim multiplos dominios funcionais, com
dez sitios de ligacdo com o antigeno. Por utilizar multiplos sitios de ligacao
pode intensificar a ligagdo com anticorpos de afinidade mais baixa, o que é
uma vantagem fundamental da resposta primaria (PEAKMAN &VERGANI,
1999). Ela constitui, aproximadamente 10% das imunoglobulinas do soro
normal (STITES et al., 1997), mas nao possui a alta afinidade observada nos
isétopos tardios (PEAKMAN &VERGANI, 1999).

A IgM ¢é ainda um potente ativador do complemento (PEAKMAN
&VERGANI, 1999), onde apenas uma Unica molécula de IgM ligada ao
antigeno € capaz de desencadear a cascata do complemento, e é a Ig mais
comumente expressa na superficie de células B (STITES et al., 1992, STITES
et al., 1997) e particularmente em linfocitos B imaturos (STITES et al., 1997).

A 1gG corresponde a 75% do total das imunoglobulinas séricas e é a

imunoglobulina mais abundante produzida durante a resposta humoral
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secundaria no sangue (STITES et al., 1997). Ela ocorre como um mondémero e
esta classe pode ser dividida em quatro subclasses, sendo estas IgG1, 19G2,
IgG3 e IgG4, com concentragdes relativas de 60 a 70% IgG1, 14 a 20% 1gG2, 4
a8% lgG3 e 2 a6% lgG4 (STITES et al.,, 1992). Além da concentracao sérica,
a habilidade de exercer funcdes efetoras varia conforme a subclasse
(PEAKMAN &VERGANI, 1999).

E uma das principais ativadoras da via classica do complemento,
capaz de fixa-lo no soro. Através de receptores da porcao Fc o anticorpo pode
ligar-se recrutar e ativar fagdcitos mononucleares e polimorfonucleres, assim
como natural Killers, estimulando a funcao citotéxica, e facilitam a opsonizacao
por estes (STITES et al., 1992).

E a Unica imunoglobulina que atravessa a placenta, através de
processo ativo, conferindo imunidade ao recém-nascido em seu primeiro més
de vida (PEAKMAN &VERGANI, 1999, STITES et al., 1992, STITES et al.,
1997).

O sistema imune é regulado pelos sistemas sensorial, simpatico,
parassimpatico, por citocinas e horménios, sendo que entre estes ultimos, os
glicocorticdides possuem importante funcdo reguladora do sistema imune
(MCEWEN et al., 1997; MCCABE et al., 2000).

As citocinas sdo um grupo heterogéneo de mensageiros moleculares
produzidas pelas células imunocompetentes, como linfécitos e macréfagos,
para regular as respostas imunes. Elas podem ser divididas em duas
categorias gerais, sendo classificadas em proé-inflamatérias e anti-inflamatérias
(Tabela 3.6.) (KRONFOL & REMICK, 2000).

Tabela 3.6. Algumas citocinas e suas caracteristicas.

Citocina

Familia

Célula produtora

Categoria

Expresséo central
da citocina e seu
receptor

Interleucina-1
Interleucina-2
Interleucina-4
Interleucina-6
Interleucina-8
Interleucina-10
Interleucina-12
Interleucina-13
TNF-o

TNF-B
Interferon-a.
Interferon-y

N&o determinada
Hematopoetinas
Hematopoetinas
Hematopoetinas
Quimiocinas
N&o determinada
Nao determinada
Hematopoetinas
Familia TNF
Familia TNF
Interferons
Interferons

Macréfagos
Células T
Células T

Macréfagos, células T
Macréfagos
Macréfagos, células T
Macréfagos, células B
Células T
Macréfagos, células NK
Células T, células B
Leucocitos
Células T, células NK

Pré-inflamatéria
Pré-inflamatéria
Anti-inflamatéria
Pré-inflamatéria
Nenhuma
Anti-inflamatéria
Pré-inflamatéria
Anti-inflamatéria
Pré-inflamatéria
Pré-inflamatéria
Pré-inflamatéria
Pré-inflamatéria

+

+ + 4+ + 00+ + + 0+

Adaptado de SCHIEPERS et al., 2005.
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Nas ultimas décadas tem se investigado as interac6es que ocorrem
entre os sistemas nervoso, enddcrino e imunolégico (Fig. 3.3). O cérebro nao é
mais visto como um 6rgao imunologicamente favorecido que € separado
completamente das células imune circulantes pela BBB e apresenta uma
alterada ou reduzida resposta imune (SHIEPERS et al, 2005) e se tem
procurado elucidar as influéncias reciprocas entro o sistema nervoso e o
imunolégico e seus efeitos na saude e no comportamento (LOZOVAYA &
MILLER, 2003).

» i Ay Sistema endocrino
Fatores ||
Ambientais - =

N | ’

Sistema imune
Figura 3.3. Vias de comunicagdo entre o0 SNC e demais sistemas, onde a maioria
delas é bidirecional. As linhas sélidas indicam conexdes neurais € as linhas tracejadas

indicam conexdes humorais. Fonte: SCHIEPERS et al., 2005.

O conceito de uma comunicacao bidirecional entre o sistema imune e
o sistema nervoso central (SNC) levou ao questionamento sobre o papel
desempenhado por ele, além das interagdes cérebro-imunes corriqueiras,
como no envolvimento de neuropatologias (MILLER et al., 1999).

Uma patologia associada com a atividade funcional do sistema imune
€ a depressao maior, que é relacionada com a ativacao do sistema de resposta
inflamatéria. A ativagdo imune periférica, através da secrecao de citocinas pro-
inflamatérias € responsavel pela variedade de alteracbes comportamentais,
neuroenddcrinos e neuroquimicos associada com esta condicdo psiquiatrica
(SHIEPERS et al., 2005).
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Um outro comportamento causado pelas citocinas secretadas pelo
sistema imune periférico é o “comportamento doentio” (“sickness behavior’),
que sao os efeitos fisioldgicos e psicolégicos da ativacdo imune durante o
quadro de infeccdo. Este “comportamento de doenca” é tipicamente
acompanhado por febre e uma variedade de respostas comportamentais,
como diminuicdo do apetite, anorexia, perda de peso, retardo da atividade
motora, reducdo do interesse pelo ambiente fisico e social, perda da libido,
reducdo das habilidades cognitivas, disforia, anedonia e humor depressivo
(DANTZER et al., 1999; YIRMIYA et al., 2000; DANTZER, 2001). A maior parte
destas respostas € mediada pelo hipotdlamo, e estas mudancas
comportamentais aparentam ser uma expressdo de um estado de motivagao
central que reorganiza as prioridades do individuo doente de maneira a lidar
com a fonte de infeccdo (DANTZER, 1999).

Sendo o comportamento um conjunto de agdes ou reagcées que uma
pessoa ou animal tem em resposta a um estimulo interno ou externo (THE
AMERICAN HERITAGE, 2002), toda e qualquer influéncia que os produtos da
atividade imune possam causar sobre o mesmo torna-se um interessante
objeto de estudo.

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é o principal componente
neuroendocrino que responde aos estimulos do sistema imune, através da
secrecao de catocolaminas e glicocorticdides da cértex da adrenal, modulando
a resposta imune. O problema reside quando ha um longo periodo de
exposicao aos mesmo, podendo ser gerada uma gama de alteragdes no
sistema imune (FRANCIS et al., 1999).

Através desta perspectiva, se faz interessante a abordagem da
interacao destes aspectos ja que ndao ha estudos que abordem as interacdes
entre os sistemas nervoso, imunolédgico e o comportamento sobre a influéncia

do glifosato.
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4 METODOLOGIA
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4.1. Aprovacdo na Comissao de Etica

Esta dissertacdo esta inserida no projeto: “Estudos voltados para os
efeitos da utilizacdo de agrotoxicos e outros agentes na producado agricola,
sobre a saude ocupacional e ambiental”, que foi submetido a Comissao de
Etica no Uso de Animal da Universidade Federal de Santa Catarina, tendo sido
aprovado conforme oficio 146/CEUA/DAP/PRPG, de 04 de julho de 2001.

4.2. Animais

Foram utilizados 70 camundongos isogénicos BALB/c, com 8 a 10
semanas de idade, provenientes do Biotério do Departamento de Biologia
Celular, Embriologia e Genética (BEG), sendo mantidos em ambiente com ciclo
claro-escuro de 12 horas e com temperatura ambiente entre 22 e 24°C. Agua e
racao foram fornecidas ad libidum durante todo o periodo do experimento. Os
animais foram utilizados de acordo com as normas do CEUA (Comissao de
Etica no Uso de Animais) da UFSC.

4.3. Grupos experimentais
Foram utilizados seis grupos experimentais compostos de 10 animais
cada, sendo tratados da seguinte maneira:
a) Grupo controle (controle): animais inoculados oral e intraperitonialmente
com salina.
b) Grupo OVA (0O): animais inoculados oralmente com salina e
intraperitonialmente com OVA.
c) Grupo glifosato-1/10 (G-1/10): animais inoculados oralmente com
glifosato e intraperitonialmente com salina.
d) Grupo glifosato-1/100 (G-1/100): animais inoculados oralmente com
glifosato e intraperitonialmente com salina.
e) Grupo glifosato-1/10 e OVA (G-1/10+0): animais inoculados oralmente
com glifosato e intraperitonialmente com OVA.
f) Grupo glifosato-1/100 e OVA (G-1/100+0): animais inoculados
oralmente com glifosato e intraperitonialmente com OVA.
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4.4. Inoculacao de glifosato

Os grupos Glifosato-1/10 (G-1/10) e Glifosato-1/10 e OVA (G-1/10+0)
foram inoculados por gavagem intragastrica com 0,1ml de glifosato na dose de
1/10 da LDsy para camundongos (LDs,=1570mg/kg de peso corporal), e 0s
grupos Glifosato-1/100 (G-1/100) e Glifosato-1/100 e OVA (G-1/100+0) foram
inoculados por gavagem intragastrica com 0,1ml de glifosato na dose de 1/100
da LDsy para camundongos (LDso=1570mg/kg de peso corporal). A agua
destilada foi usada como veiculo nos inéculos. Os in6culos foram
administrados em intervalos de 48 horas, por um periodo de 30 dias.
(BENEDETTI et al., 2004)

4.5. Inoculacao de OVA

Os grupos OVA (O) e Glifosato e OVA (G/O) foram inoculados com
180ug de ovalbumina contidos em 0,2ml de solugéo fisiolégica (TOMAI et al.,
1999), nos tempos 0, 7, 14, 21 dias. Todos os in6culos foram realizados por via
intraperitoneal e sem a adicdo de adjuvantes.

4.6. Testes comportamentais

Todos os animais de todos os grupos foram submetidos aos trés testes
comportamentais, sendo estes realizados da seguinte maneira: primeiramente
foi realizado o teste do campo aberto, o segundo teste aplicado foi o labirinto
em cruz elevado, realizado oito horas ap6s o primeiro teste, e o ultimo teste

aplicado foi o nado forgado, realizado cinco horas apds o segundo teste.

4.6.1. Campo aberto

No teste de campo aberto (HOLLAND & WELDON, 1968) cada animal
foi colocado no centro de um aparato, o qual consiste em uma base retangular
(60,0 cm X 50,0 cm), dividida em 12 quadros iguais e cercada por muros de 40
cm de altura. A iluminacéao foi feita com uma lampada de 60W posicionada a
90cm do centro do chao do aparato. Durante 10 minutos foram registrados o
tempo de duragéo total da permanéncia do animal nos quadrados centrais e

nos periféricos e o numero total de quadrados percorridos por ele. O numero
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total de quadrados percorridos serviu como meio de mensuracado da atividade

locomotora geral na arena.

4.6.2. Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado, um teste amplamente utilizado baseado na
aversao natural de roedores a altura e espacgos abertos, foi originalmente
desenvolvido por PELLOW et al. (1985). O numero e a percentagem de
entradas nos bragos abertos, assim como o tempo de permanéncia nos bracos
€ usualmente utilizado para caracterizacdao de efeitos ansiotilicos de drogas,
sendo usado assim para avaliagcdo do parametro comportamental de ansiedade
(PELLOW & FILE, 1986; RODGERS et a /., 1997).0 labirinto em cruz consiste
em dois bracos abertos e dois bragos fechados, elevados 45,0 cm do chéo.
Cada braco apresenta 25,0 cm de comprimento e 5,0 cm de largura. Os bracos
fechados possuem lados de 15,0 cm de altura, enquanto os bracos abertos nao
possuem lados. No inicio de cada triagem, o camundongo foi colocado no
centro do labirinto de frente para um dos bragos abertos. Durante 5 minutos
foram registradas as entradas em cada braco e o tempo de permanéncia nos
mesmos, sendo que um brago € considerado visitado quando o animal entra
com as quatro patas neste. Ao fim da triagem o camundongo foi removido e o
labirinto limpo com agua.

4.6.3. Nado forcado

O teste é o mais comumente utilizado como teste preditivo de acgao
antidepressiva de drogas, sendo utilizado para a avaliagdo do parametro
comportamental de depressdo.O teste de nado forcado (PORSOLT et al,
1978) consiste em um cilindro de 10 cm de didametro por 25 cm de altura,
contendo 19 cm de agua a 23-25°C. Os camundongos foram colocados dentro
dos mesmos gentilmente e foi medido o tempo de duracéo total da imobilidade
durante apresentado durante 6 minutos de observacdo. Cada camundongo foi
considerado imével quando este parou de se debater e se manteve flutuando
na agua, fazendo apenas movimentos necessarios para manter a cabeca fora

da agua.
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4.7. Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas no dia seguinte aos testes
comportamentais e imediatamente antes do inicio da perfusdo dos animais,
através de puncao cardiaca, com seringa heparinizada, com os camundongos
anestesiados superficialmente com Eter P.A. O animal foi colocado em posigao
deitado em suporte apropriado e o local a ser puncionado limpo com alcool. A
agulha foi introduzida até encontrar o coragcdo e o0 sangue foi aspirado
lentamente até se obter o volume desejado, retirando-se por final a agulha do
animal (HARKNESS & WAGNER,1993). Uma vez obtido o soro, este foi
armazenado em freezer sob temperatura de 15° C negativos.

4.8. Coleta do encéfalo
Depois de sacrificados, o cérebro dos camundongos foi retirado. Uma
amostra do mesmo foi destinada para avaliacdo da barreira hemato-encefélica,

enquanto o restante foi homogeneizado e destinado a dosagem de IgG e IgM.

4.9. Avaliacao da integridade da barreira hemato-encefalica (BBB)

A integridade da barreira hemato-encefalica foi acessada utilizando-se o
extravasamento de azul de Evans. Foram injetados 100ul de azul de Evans
(1% em salina) através da veia caudal do animal. Seis minutos apdés a injecao,
os camundongos foram anestesiados com 200ul hidrato de cloral a 7% contido
em 4gua destilada e intracardialmente perfusados com 50ml de
paraformoldeido a 4% e 50ml de salina, respectivamente (HELLAL et al.,
2004). Amostras de cérebro foram homogeneizadas em &cido tri-cloro acético a
60% e centrifugadas. A absorbancia do extrato tingido no sobrenadante foi
determinada com filtro de 620nm em leitor de ELISA e a quantificacdo de azul
de Evans contida no tecido foi estabelecida através de uma curva linear
padronizada e expressa como gramas de azul de Evans por grama de tecido
(CERNAK et al., 2004).

4.10. Dosagem de IgM e IgG totais

Foram analisados os niveis de IgM e IgG no sangue periférico e cérebro
total de animais dos grupos experimentais. A dosagem foi feita em placas de
microtitulacdo de fundo chato com 96 pocos, feita em poliestireno. Os pocos
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foram sensibilizados, por 12 horas a 4°C, com 100 ul por poco, de uma solucao
de anticorpo anti-IgM (IgM cadeia-[1 especifica anti-camundongo produzido em
cabra - Zymed) ou anticorpo anti-lgG (lgG porcao H+L especifica anti-
camundongo produzido em cabra - Zymed) na concentracdo de 20ug/ml e
10ug/ml, respectivamente, em tampéao carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6.
Transcorrido o tempo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T20 0,05% e
bloqueadas com PBS-T20 0,05% + M5% (leite molico a 5,0%) (UCHOA et al.,
1999) por 60 minutos a temperatura ambiente, em um volume de 100 ul por
poco (TOMAI et al., 1999).

As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05% e
incubadas com os soros a serem testados diluidos em 1:5, em um volume total
de 50 wl/poco, com PBS-T20 0,05 % + M1 % sendo incubados por 120 minutos
a 37°C. As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05%.

ApéGs a lavagem das placas, foi adicionado o conjugado para IgM (IgM
cadeia-[] especifica anti-camundongo conjugado com peroxidase produzido em
cabra - Sigma) e para IgG (IgG segmento Fab especifica anti-camundongo
conjugado com peroxidase produzido em cabra - Sigma), em PBS-T20 0,05%,
diluido 1:10000 e 1:30000, respectivamente, em um volume de 50 ul/poco, e
incubado por 60 minutos a 30°C.

As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05 %,
e a seguir, 50 ul do substrato foram adicionados a cada poco e incubados por
20 minutos a temperatura ambiente em camara escura. O substrato enzimatico
foi preparado na hora do uso, consistindo de 5,0 mg de OPD em 12,5 ml de
tampao citrato-fosfato pH 5,0 e 5 ul de 30 % H2O; (peridréxido de hidrogénio).

A reacao enzimatica foi interrompida pela adicao de 10 ul de solucéao de
H.SO4 1M e a leitura realizada logo apés a interrupcao enzimatica, em leitor de
microplacas com filtro 492 nm.

4.11. Dosagem de IgM e IgG anti-OVA

Para a dosagem de IgM e IgG anti-OVA foram utilizadas placas de
microtitulacdo de fundo chato com 96 pocos, feita em poliestireno. Os pocos
foram sensibilizados, por 12 horas a 4°C, com 200 pl por poco, de uma solucao

de antigeno solivel de OVA na concentracdo de 150 ug/ml em tampao
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carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6. Transcorrido o tempo, as placas foram
lavadas 3 vezes com PBS-T20 0,05 % e bloqueadas com PBS-T20 0,05 % +
M5 % (leite molico a 5 %) (UCHOA et al., 1999) por 60 minutos a temperatura
ambiente, num volume de 200 pl por poco (TOMAI et al., 1999).

As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05 % e
incubadas com os soros a serem testados, diluidos em 1:5, em um volume final
de 50ul/pogo, com PBS-T20 0,05 % + M1 % sendo incubados por 120 minutos
a 37°C. As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05%.

Apébs a lavagem das placas, foi adicionado o conjugado para IgM (Goat
anti-mouse IgM [J-chain specific peroxidase conjugate - Sigma) e para
IgG(Goat anti-mouse IgG Fab specific peroxidase conjugate - Sigma), em PBS-
T20 0,05%, diluido 1:10000 e 1:30000, respectivamente, em um volume de
50ul/poco, e incubado por 60 minutos a 30°C.

As placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-T20 0,05 %,
e a sequir, 50 ul do substrato foram adicionados a cada poc¢o e incubados por
20 minutos a temperatura ambiente em camara escura. O substrato enzimatico
foi preparado na hora do uso, consistindo de 5 mg de OPD em 12,5 ml de
tampao citrato-fosfato pH 5,0 e 5 ul de 30 %H202 (peridroxido de hidrogénio).

A reacdo enzimética foi interrompida pela adicdo de 10 ul de solugédo de
H.SO4 1M e a leitura foi feita logo apos a interrupgdo enzimatica, em leitor de

microplacas com filtro 492 nm.

4.12. Analise estatistica

Para a anadlise estatistica dos dados foi utilizando o programa
Statistica/w 5.0. Os niveis de significancia foram avaliados através de teste
estatistico paramétrico ANOVA de uma via, seguido do teste pos-hoc de Tukey
HSD. Os dados foram considerados significantes para P<0,05.
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5 RESULTADOS
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5.1. Integridade da barreira hemato-encefalica

A integridade da BBB foi acessada através do extravasamento de Azul
de Evans, e os valores de corante encontrados para todos 0s grupos nao
apresentaram diferencas significativas. Isto nos leva a conclusdo de que nao
h&d um dano na estrutura fisica da barreira, ndo ocorrendo permeabilizacdo
aleatéria. Se a permeabilidade da BBB é afetada para a passagem de
determinadas substancias especificas, o que nao pode ser avaliado através
deste teste, esta modificagdo provavelmente se deve a mecanismos

fisiolégicos especificos.

5.2. Parametro imune humoral

5.2.1. Dosagem de IgM total

Os valores de IgM presentes no plasma dos grupos controle e OVA
mostraram-se significantemente maiores que os apresentados nos demais
grupos (Fig. 5.1). Ja para a IgM contida no cérebro houve uma inversdo deste
quadro, onde o grupo G1/100+OVA apresentou os maiores valores, ndo sendo
estes significantemente diferentes dos demais grupos.

Podemos observar um efeito supressor significante da producao de
IgM quando ha a administracdo do glifosato, mesmo quando ha o estimulo do
desafio antigénico. Interessantemente observamos que o nivel de IgM
intracerebral apresentou um aumento em relacédo ao grupo controle (Fig. 5.2).
Este resultado sugere que a média maior de IgM no cérebro deve-se nao a
uma maior producdo do anticorpo, mas sim por um aumento da entrada do
mesmo, ja que ndo ha a producdo desta imunoglobulina no SNC, por um

estimulo de co-administracdo de glifosato e OVA.
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FIGURA 5.1. Determinacao dos valores de anticorpos IgM, avaliados pelo método de
ELISA, presentes no plasma do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,
G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+0OVA) da DL50 do produto, por um periodo de

trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes do glifosato. (ANOVA

p<0.001; F= 115.4; Tukey, *p<0.05).
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FIGURA 5.2. Determinagéo dos valores de anticorpos IgM, avaliados pelo método de
ELISA, presentes no cérebro do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,
G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de

trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes do glifosato (ANOVA

p<0.5214; F= 0.8488).
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5.2.2. Dosagem de IgG total

O grupo G1/10+OVA apresentou a maior média valores de IgG
presentes no plasma, diferindo significativamente dos grupos controle e OVA
(Fig. 5.8). No compartimento cerebral as maiores médias dos valores de 1gG
ocorreram nos grupos G1/100 e G1/10, apesar disto ndo houve diferencas
significativas entre os grupos devido a grande variacao apresentada dentre os
mesmos.

Ao contrario do observado nos dados de IgM, podemos observar um
aumento de producdo de IgG quando houve a administracdo do glifosato,
tendo a co-administracdo de OVA um pequeno efeito aditivo, estimulando a
producdo do anticorpo. Quando observamos os graficos deste anticorpo no
cérebro, nota-se uma maior entrada de anticorpos no cérebro novamente nao
ligada a um aumento da producgéo deste, mas por um aumento da entrada dos
mesmos, que € revertida para valores préximos aos do grupo controle havendo
a co-administracdo de OVA e glifosato. Este efeito € aumentado quando na
administracdo de uma dose maior de glifosato, adquirindo uma caracteristica

dose-dependente.
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FIGURA 5.3. Determinacao dos valores de anticorpos IgG, avaliados pelo método de
ELISA, presentes no plasma do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos

tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,



G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de
trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes do glifosato. (ANOVA

p<0.0072; F= 3.585; Tukey, *p<0.05).
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FIGURA 5.4. Determinacao dos valores de anticorpos 1gG, avaliados pelo método de
ELISA, presentes no cérebro do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,
G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de

trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes do glifosato (ANOVA

p<0.1396; F= 1.747).

5.2.3. Dosagem de IgM anti-OVA
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O grupo OVA apresentou valores bastante superiores de IgM anti-OVA
no plasma dos animais, diferindo significativamente dos demais grupos, o que

nao se repetiu para o compartimento cerebral, onde os valores médios nao

diferiram entre os grupos.

Os dados da producgéao de IgM anti-OVA seguem a linha observada nos
resultados dos valores de IgM total presente. Como se esperava o grupo
controle ndo apresentou producao do anticorpo, ja que nao foi confrontado com

o desafio antigénico. Mas a reducdo da producdo do anticorpo especifico

acompanha a producéao geral da classe de imunoglobulina.
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FIGURA 5.5. Determinacao dos valores de anticorpos IgM anti-OVA, avaliados pelo
método de ELISA, presentes no plasma do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,
G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de
trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragbes do glifosato (ANOVA
p<0.0001; F= 52.81; Tukey, *p<0.05).
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FIGURA 5.6. Determinacao dos valores de anticorpos IgM anti-OVA, avaliados pelo
método de ELISA, presentes no cérebro do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,
G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de
trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes do glifosato (ANOVA
p<0.0767; F=2.122).
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5.2.4. Dosagem de IgG anti-OVA

Dentre os valores de IgG anti-OVA contidos no plasma apresentados
pelos grupos G1/100+OVA e G1/10+0OVA diferiram significantemente de alguns
do demais grupos, onde o grupo G1/100+OVA diferiu significantemente do
grupo controle e G1/100, e o grupo G1/10+OVA diferiu significantemente do
grupo controle, G1/100 e G1/10 (Fig. 5.7). Apesar dos valores maiores
apresentados pelos mesmos grupos para IgG anti-OVA contida no cérebro,
estes nao apresentaram diferengas significantes para os demais grupos (Fig.
5.8).

Para a producao de anticorpo especifico IgG anti-OVA observou-se a
mesma tendéncia, observada anteriormente para a producgéo total desta classe
de imunoglobulinas, de aumento da producdo destes anticorpos quando
ocorreu a administracao de glifosato. O efeito de maior entrada no cérebro de
IgG anti-OVA acompanhou a apresentada anteriormente nos grupos
G1/100+OVA e G1/10+OVA, onde houve uma entrada superior quando
comparado ao grupo OVA (Fig. 5.8). O mesmo efeito ndo foi verificado para os
grupos G1/100 e G1/10, uma vez que estes ndo receberam o desafio
antigénico. Novamente este maior transporte de IgG anti-OVA para o
compartimento cerebral deve-se provavelmente a um mecanismo especifico de

transporte, ndo sendo aleatério.
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FIGURA 5.7. Determinagao dos valores de anticorpos IgG anti-OVA, avaliados pelo
método de ELISA, presentes no plasma do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,
G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de

trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes do glifosato (ANOVA

p<0.0002; F= 5.870; Tukey, *p<0.05, **p<0.01).

IgG cérebro anti-OVA

Unidades
8

o —— ]
controle OVA G1/100 G1/10 G1/100+OVA G1/10+OVA
Grupos

FIGURA 5.8. Determinagao dos valores de anticorpos IgG anti-OVA, avaliados pelo
método de ELISA, presentes no cérebro do grupo controle e dos grupos tratados
intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10,
G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de
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trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes do glifosato (ANOVA
p<0.6155; F= 0.7141).

5.3. Testes Comportamentais

5.3.1. Campo aberto

No campo aberto foram observadas as seguintes varidveis: numero de
cruzamentos no centro (Fig. 5.9), numero de cruzamentos na periferia (Fig.
5.10), numero de cruzamentos totais (Fig. 5.11) e tempo de permanéncia no
centro (Fig. 5.12).

A diferenca entre as médias observadas para a primeira variavel nao
foram significativas (p=0.0596), onde os grupos controle e G1/10+OVA
apresentaram os maiores valores e o grupo G1/10 o menor, mas quando
comparados os grupos G1/10 e G1/10+OVA isoladamente, estes apresentaram
diferengas significativas (Fig. 5.9). O inconstante numero de cruzamentos na
periferia apresentou uma menor variacdo de médias entre 0s grupos, nao
sendo esta significativa (p=0.4145), sendo os valores dos grupos controle e
G1/100 levemente acima dos demais e o grupo G1/100+OVA o menor dentre
os grupos. Quando tomados nos numeros totais de cruzamentos observa-se
qgue nao ha diferenca entre as médias apresentadas (Fig. 5.11).

Na variavel tempo de permanéncia no centro ha diferenga significativa
entre as médias (p<0.0001), sendo significativa a diferenca entre os grupos
G1/10 e G1/10+OVA (p=0.0011).

Estes resultados indicam que, apesar de os animais tratados com
glifosato 1/10 da LDs, terem apresentado menor numero de cruzamentos no
centro e tempo de permanéncia neste quando comparado com o grupo que
recebeu o mesmo tratamento de glifosato e os inéculos de OVA, o que indica
que o primeiro grupo tende a expor-se menos que os demais grupos, este
comportamento € ndo s6 recuperado como aumentado, ndo ha diferenca de

capacidade locomotora entre os grupos.
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FIGURA 5.9. Numero de cruzamentos no centro da arena de campo aberto efetuados
pelo grupo controle e pelos grupos tratados intraperitonialmente com albumina de ovo
(OVA, G1/100+0OVA, G1/10+0OVA), nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com
glifosato nas doses 1/10 (G1/10, G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da
DL50 do produto, por um periodo de trinta dias, com intervalos de 48hs entre as
administragbes do glifosato. (ANOVA p<0.0596; F= 2.278; Mann-Whitney,
x4:p=0.001).
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FIGURA 5.10. Numero de cruzamentos na periferia da arena de campo aberto
efetuados pelo grupo controle e pelos grupos tratados intraperitonialmente com
albumina de ovo (OVA, G1/100+0OVA, G1/10+0OVA), nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, €
oralmente com glifosato nas doses 1/10 (G1/10, G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100,
G1/100+OVA) da DL50 do produto, por um periodo de trinta dias, com intervalos de
48hs entre as administragdes do glifosato (ANOVA p<0.4145; F=1.021).
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FIGURA 5.11. Nimero de cruzamentos totais na arena de campo aberto efetuados
pelo grupo controle e pelos grupos tratados intraperitonialmente com albumina de ovo
(OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com
glifosato nas doses 1/10 (G1/10, G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da
DL50 do produto, por um periodo de trinta dias, com intervalos de 48hs entre as
administragdes do glifosato (ANOVA p<0.3137; F= 1.217).
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FIGURA 5.12. Tempo de permanéncia no centro da arena de campo aberto do grupo
controle e dos grupos tratados intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA,
G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato
nas doses 1/10 (G1/10, G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do
produto, por um periodo de trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes

do glifosato. (ANOVA p<0.3340; F= 1.174; Mann-Whitney, #*+p=0.001).

5.3.2. Labirinto em cruz elevado
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Os individuos do grupo OVA apresentaram um tempo maior de
permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, diferindo
significativamente dos grupos controle (p=0.0077), G1/100 (p=0.0074), G1/10
(p=0.0151) e G1/100+OVA (p=0.0198), mas nao do grupo G1/10+OVA
(p=0.1377). Estes resultados indicam que o in6culo de OVA surtiu um efeito
ansiolitico, mas este é revertido quando ha administracdo conjunta da OVA

com o glifosato (Fig. 5.13).
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FIGURA 5.13. Tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado
do grupo controle e dos grupos tratados intraperitonialmente com albumina de ovo
(OVA, G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com
glifosato nas doses 1/10 (G1/10, G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da
DL50 do produto, por um periodo de trinta dias, com intervalos de 48hs entre as
administragées do glifosato. (ANOVA p<0.0033; F= 4.074; Tukey, *p<0.05, Tukey,
#xp<0.01).

5.3.3. Nado forcado

Dentro deste teste comportamental, as médias dos grupos de tempo
de imobilidade n&o diferiram significativamente (p=0.0523), mas 0s grupos
G1/100 e G1/100+OVA quando comparados entre si apresentaram diferenca
significativa de p=0.0427 (Fig. 5.14). Apesar de ndo podermos afirmar que o

glifosato tem efeito depressivo, podemos observar que ha uma recuperacao
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deste estado quando ha co-administragdo de OVA no grupo tratado com a

mesma dose de glifosato 1/100 da LDsy.
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FIGURA 5.14. Tempo de imobilidade durante o teste de nado forcado do grupo
controle e dos grupos tratados intraperitonialmente com albumina de ovo (OVA,
G1/100+OVA, G1/10+OVA), nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, e oralmente com glifosato
nas doses 1/10 (G1/10, G1/10+OVA) e 1/100 (G1/100, G1/100+OVA) da DL50 do
produto, por um periodo de trinta dias, com intervalos de 48hs entre as administragdes
do glifosato. (ANOVA p<0.0523; F= 2.359; Tukey, #p<0.05).
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6 DISCUSSAO
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Os pesticidas sdo conhecidos por apresentarem diversos efeitos sobre
a saude, sendo que muitos deles afetam o sistema imune de varias maneiras,
levando a alteracdes da resposta imune humoral e celular e o comportamento.
O desequilibrio do sistema imune pode gerar varias conseqiéncias, onde o
aumento da atividade imune pode levar, em (ltima instdncia, ao
desenvolvimento de doencas autoimunes, hipersensibilidade ou alergias,
enquanto a supressao deste sistema pode levar a um aumento a incidéncia de
infecgdes ou neoplasias (DEAN et al.,1982).

Neste estudo, o glifosato demonstrou capacidade de modular o
sistema imune, reduzindo a producdo de IgM e aumentando a de IgG
independente de estimulo imunogénico. Este resultado confirma o que foi
encontrado por STILLER-WINKLER e colaboradores (1999), que observaram
uma diminuicdo de IgM e C4 presentes no plasma de trabalhadores alemaes
expostos a pesticidas. Entretanto foram observados valores maiores de
neopterina e do receptor soluvel de fator de necrose tumoral (sTNF RIl) no
grupo exposto. Isto indica uma ativacdo de macréfagos e outras células
imunocompetentes, ja que a sintese de neopterina € associada a ativacdo de
macréfagos e a alta quantidade de sTNF RIl pode ser atribuida ao efeito
antagonistico devido ao aumento da secrecao de fator de necrose tumoral o
(TNF() por macréfagos ativados. Porém, este mesmo estudo observou valores
elevados do receptor solivel da interleucina-2 (sIL-2R) e leve reducdo os
valores de IgA, IgG, C3c. Os valores de IgE apresentados pelo grupo dos
trabalhadores expostos aos pesticidas nao apresentaram diferencas
significativas em relagao aos nao expostos, eliminando a possibilidade de
desenvolvimento de doencas mediadas por este anticorpo.

Este efeito de diminuicdo do mecanismo de defesa humoral e da
atividade celular é inversamente proporcional ao tempo de exposicao aos
pesticidas. Contudo, este efeito pode ser revertido, especialmente sobre a
imunidade mediada por célula, durante periodos sem exposicao aos pesticidas,
onde pode haver a recuperacao do sistema imune. Desta maneira, a diminuigao
da funcao imune humoral e celular pode estar associada a exposicoes recentes
ou continuada a pesticidas (STILLER-WINKLER et al., 1999).
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Os baixos valores de IgM e o altos de IgG encontrados demonstram
uma modulagao da resposta imune humoral onde a imunidade humoral inicial,
constituida por IgM, é preterida em relacdo a imunidade humoral tardia,
constituida por IgG. Este processo é dependente da maturacao de linfdcitos B,
que se transformam em plasmdcitos secretores de anticorpos, ocorrendo uma
troca de classe da imunoglobulina produzida. Esta substituicdo da classe
predominante de imunoglobulina produzida durante a resposta imune a um
desafio antigénico ocorre normalmente, sendo ambas importantes no
desempenho de seus papéis. Esta indugao precoce do class switching entre IgM
e IgG pode gerar uma resposta deficiente ao combate de patdgenos ja que a
IgM é essencial no combate a estes junto com o complemento nos sete
primeiros dias da resposta (WABL & STEINBERG, 1996).

Esta class switching precoce entre IgM e IgG pode prejudicar a
formacdo de uma resposta imune de longa duragdo, uma vez que € através dos
linfocitos B, que possuem sua superficie celular recoberta por IgM, uma das
formas de apresentacao de antigeno que vao gerar a memoria imunoldgica.

Observamos valores levemente maiores de IgM no contelddo cerebral
nos grupos tratados com glifosato e OVA e valores maiores de IgG no contetdo
cerebral nos grupos tratados somente com glifosato, que demonstram uma
permeabilizacao seletiva da BBB pelo glifosato. Este efeito acentuou-se com o
desafio imunogénico no transporte de IgM e foi suprimido no transporte de IgG
quando houve esta co-administracao.

A inoculacao de OVA por si s6 nao alterou os valores médios de IgM e
IgG presentes no plasma apesar de haver valores consideraveis destes
anticorpos contra esta substancia. O desafio imunogénico também ndo
apresentou efeito sobre a permeabilidade da BBB quando considerado
isoladamente, porém a estimulacdo imune em conjunto com a administragdo do
glifosato modifica o efeito deste Ultimo sobre a BBB.

Os poucos estudos que relatam efeitos do glifosato sobre o sistema
nervoso, tratando geralmente do efeito deste sobre a ChE, nao tendo sido
avaliado até entdo o efeito do mesmo sobre a BBB, que tem um papel

importante na homeostasia do sistema nervoso central, fibrindlise e coagulacao,



56

regulacdo do tdnus dos vasos e ativacdo e migracao das células sanguineas
durante os processos fisioldgicos e patoldgicos (ZENG et al., 2003). Os
resultado apontam para um efeito do glifosato sobre a BBB, porém o
mecanismo de acao sobre ela e as vias de entrada deste no sistema nervoso
central ainda ndao foram descritas, sendo passivel de objeto de futuras
pesquisas esta interacao.

Em relacao ao comportamento, 0s animais expostos somente ao
glifosato apresentaram uma diminuicdo do tempo de permanéncia e nimero de
cruzamentos no centro, podendo ser correlacionado com uma tendéncia de
menor exposicao a lugares abertos que sao considerados lugares de risco.
Observamos o resgate para valores proximos do grupo controle no nimero de
cruzamentos no centro e o aumento do tempo de permanéncia quando ha a co-
administracdo com OVA. Este efeito € observado quando comparamos os
grupos tratados com a maior dose de glifosato.

Quando observamos o grupo tratado somente com OVA vemos que o
tratamento diminui levemente todos os parametros mensurados no campo
aberto, porém nao ha diferencas significativas quando comparado ao controle.
Estas diferencas nao se devem a uma diferenca de atividade motora entre os
grupos, ja que ndo houve diferencas significativas no numero total de
cruzamentos.

No labirinto em cruz elevado o glifosato ndao apresentou nenhum efeito
significativo sobre o tempo de permanéncia no braco aberto. Neste teste o
grupo tratado apenas com OVA apresentou a maior permanéncia nos bracos
abertos, caracterizando um comportamento menos ansioso que 0s demais
grupos.

No nado forcado se observou uma diferenca significativa entre os
grupos tratados com a menor dose de glifosato, onde o0 grupo que recebeu
somente glifosato apresentou um menor tempo de imobilidade quando
comparado com o grupo que recebeu co-administracao de glifosato e OVA. O
glifosato teria uma propriedade “antidepressiva” sendo esta revertida quando

ha o desafio imunoldgico.
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Observamos que a metodologia dos testes comportamentais pode
influenciar nos resultados dos mesmos, sendo importante a aplicagao de
diferentes metodologias para a corroboracao destes resultados.

Existem varios estudos que demonstram uma base sélida de
comunicagdo molecular e bioquimica entre o sistema imune e o sistema
neuroendrécrino, onde ambos dividem receptores para citocinas,
neurotransmissores, horménios e neuropeptideos. Citocinas podem ser
sintetizadas no sistema nervoso € horménios como o ACTH e TSH podem ser
produzidos por linfécitos (BESEDOVSKY & DEL REY, 1996). Esta interacao
bidirecional possui um papel importante ndo s6 na fisiologia destes sistemas,
mas também em varios processos patolégicos (ADER et al.,, 1995). Ja se
encontram varios trabalhos que associam mudancas comportamentais a
estimulos sobre o sistema imune, como o efeito ansiogénico da alergia
(BASSO et al., 2003)

Infelizmente ndo existem trabalhos publicados até o momento atual
que ajudem a elucidar os mecanismos pelo o qual o glifosato interage com os
sistemas imune e neuroendécrino alterando as atividades do sistema nervoso
central afetando o comportamento destes animais.

Em nosso trabalho experimental, tentamos elucidar alguns efeitos do
glifosato ao nivel do sistema imune e efeitos na barreira hematoencefélica.
Observamos que houveram alteracbes na producdo de anticorpos e na
permeabilidade especifica da BBB em relacdo aos mesmos. Estes efeitos
podem ser indiretos, por modulagdo na producao de citocinas, ou diretamente
alterando a secrecao de proteinas por linfécitos.

Estes pontos estdo em estudo no nosso Laboratério e podem significar
a continuidade de estudos a partir dessa dissertacao.
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7 CONCLUSOES
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A exposicao ao glifosato por 30 dias modulou sistema imune dos
animais expostos a ele, apresentando uma reducao dos niveis de IgM total e
IgM anti-OVA, e um aumento de IgG e IgG anti-OVA presentes no plasma;

A maior quantidade de imunoglobulinas no cérebro indicam que ha
alteragéo no sistema de transporte da barreira hemato-encefélica, sendo este
seletiva ja que esta se manteve integra, ndo ocorrendo a passagem do corante
Azul de Evans para o compartimento cerebral;

O (¢lifosato causou alteracbes nos parametros comportamentais,
diminuindo o numero de cruzamento e tempo de permanéncia no centro do
campo aberto, o que indica que estes animais tenderam a uma menor
exposicao, e no tempo de imobilidade do nado for¢ado, indicando uma acéao
antidepressiva;

Estes resultados demonstraram que, apesar da modulacdo que o
glifosato induz no sistema imune, a manutencao da responsividade do sistema
imune a desafios imunogénicos ocorre, e em alguns parametros os restaura a
niveis proximos ao do grupo controle;

Isto nos sugere que, quando ocorrem levantamentos epidemioldgicos,
deveram ser levados em consideracdo os episédios de ativacao do sistema

imune, de forma que os reais efeitos deste agrotdxico nao sejam subestimados.
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