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INTRODUCAO

O uso de pesticidas repercute na economia mundial uma vez que o auxilia no controle
de pragas agricolas e, assim, promove o aumento da colheita. Entre os principais pesticidas
utilizados na lavoura nas ultimas décadas estdo os herbicidas (VANDENBERG et al, 2017).
Entretanto, sabe-se que a presenca de herbicida no ambiente induz riscos a satde de animais e
humanos (LARSEN et al, 2014; MILLS; CAUSSY; LOOMBA, 2020). Os pesticidas, quando
presentes no solo, podem sofrer infiltragdo, escoamento e lixiviagdo, podendo, dessa forma,
chegar aos lengois freaticos, rios, lagos e, consequentemente, ao consumo dos animais e do
ser humano (SADEGH-ZADEH; WAHID; JALILI, 2017).

A partir de estudos acerca do da presenga de pesticidas, como o glifosato, na
alimentacdo humana, a ANVISA, 2018 estipulou a dose de Ingestdo Didria Aceitavel (IDA),
cuja finalidade ¢ determinar a quantidade do ingrediente ativo de Herbicidas a Base de
Glifosato (HBG) que pode estar presente no consumo didrio sem que haja prejuizo a saude
(ANVISA, 2021).

Estudos com exposicdo subaguda, subcronica e subletal ao HBG em ratos wistar
demonstraram danos histoldgicos, bioquimicos e genéticos em 6rgdo de diferentes sistemas
(TANG et al, 2017; MESNAGE et al, 2017). As proteinas de choque térmico (HSPs) sdao

chaperonas a qual ¢ associada ao dobramento e na facilitagdo do transporte de outras
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proteinas, o que atribui as HSPs a funcdo marcadores de estresse celular por serem sensiveis a
alteragdes no ambiente intracelular e extracelular, assim como a poluentes ambientais
(GOETTEMS-FIORIN et al., 2016; HECK; SCHOLER; DE BITTENCOURT, 2011).

Dentre os efeitos relatados, a indug@o ao estresse oxidativo parece ter papel central nos
mecanismos de toxicidade celular e tecidual, como CATTANI et al, 2017 verificaram no
hipocampo de ratos. Nesse cenario, a seguranca da IDA tem sido questionada
(VANDENBERG et al, 2017). E, por isso, o objetivo deste estudo foi avaliar se a exposi¢do a

dose de IDA de HBG altera marcadores de estresse oxidativo e celular no tecido hepatico.

METODOLOGIA

Foram utilizados 12 ratos Wistar, machos e adultos (3 meses) provenientes do biotério
da UNIJUI (CEUA 025/2019), com ciclo de claro-escuro de 12 horas, em temperatura
ambiente 22 + 2°C, com agua e racdo ad libitum. Os animais foram divididos em dois grupos:
Controle (CTRL) (n=6) e Glifosato (GLY) (n=6), ambos os grupos receberam ragao padrao, e
somente o grupo GLY foi exposto a concentracdo de aproximadamente 0,5 mg/Kg de peso
corporal de HBG, calculados a partir da IDA e diluidos na 4gua dos animais no periodo das
12 semanas de experimento.

A solugdo Glifosato para exposicao foi preparada semanalmente, a partir do HBG
Roundup® Original DI, contendo 445 g/L de sal de diaménio de N- fosfonmetil glicina
(44,5% m/v, principio ativo) e 370 g/L do equivalente 4cido de N-fosfonometil glicina (37%
m/v). Os valores utilizados no calculo para exposi¢do do grupo GLY a IDA foram referentes
ao consumo médio diario hidrico da semana anterior € o peso corporal médio dos animais de
cada caixa. Ao final do periodo de experimento, os animais foram eutanasiados e todos os
tecidos foram coletados e armazenados no freezer a -80°C.

A atividade enzimatica da Superoxido Dismutase (SOD) foi avaliada pelo método da
inibicdo da auto-oxidagdo do pirogalol(MARKLUND; MARKLUND, 1974). A
lipoperoxidagdo foi avaliada pelo Teste de Substdncias Reativas ao Acido Tiobarbiturico
(TBARS) (BUEG; AUST, 1978). A concentracdo de proteinas foi verificada pela técnica do
Bradford (BRADFORD, 1976).

A avaliacdo da expressao da proteina de Choque Térmico de 70 kDa intracelular

(iHSP70) foi realizada pela técnica de Western Blot (LAEMMLI, 1970), em membrana de
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fluoreto de polivinilideno (PVDF) e imunodetec¢dao por meio do anticorpo monoclonal

anti-HSP70 (Sigma H5147; diluido 1:1000), e anticorpo monoclonal anti- -actina (Sigma
A3854; diluido 1:5000) para normalizagdo. Proteinas foram reveladas por
quimioluminescéncia e as imagens referentes as expressdes de HSP70 e actina foram
quantificadas no programa Imagel.

Os dados foram analisados pelo software Graphpad Prism 8.0.1, resultados foram
apresentados em média + desvio padrdo. A normalidade foi verificada por Shapiro-Wilk. Os

resultados foram submetidos ao Teste-T ndo pareado ( P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais expostos a IDA de HBG tiveram redugdo na concentracdo de proteinas
hepaticas (p= 0,014) (Figura Ic). Entretanto, ndo houve alteracdes na lipoperoxidacao
(p=0,0821), na atividade da SOD (p=0,8495 ) e nem na expressao de HSP70(p=0,1893)
(Figura la, b e d).
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Figura 1. Marcadores de estresse oxidativo e celular no tecido hepatico. (a) Atividade da Superdxido Dismutase
(p=0,8495); (b) Lipoperoxidagao (p=0,0821); (c) Concentragcdo de proteinas (p=0,014); e (d) Expressdo de
HSP70 (p=0,1893). CTRL: grupo controle (n=6); GLY: grupo exposto ao HBG (n=6).
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Alteragdes na lipoperoxidacao e na atividade da enzima SOD podem indicar supressao
do status redox e, consequentemente, a perda da homeostasia ¢ da integridade celular
(GASCHLER; STOCKWELL, 2017; WANG et al., 2018). Em exposi¢cdes subagudas e
subcronicas, em maiores concentragcdes € em periodos mais prolongados de exposi¢do,
demonstrou-se que ha danos oxidativos em células hepaticas (MESNAGE et al., 2017; MILL,;
MILLS; CAUSSY; LOOMBA, 2020).

As proteinas sdo responsaveis pela regulagcdo de muitas fungdes do organismo, como a
homeostase celular (LODISH et al., 2014). MESNAGE et al., 2017, demonstraram que a
exposicdo cronica a concentracdo de 0,0lppm de Roundup em ratos causou alteragdes
protedmicas e metabolomicas do tecido hepatico. Neste sentido, as iIHSP70 estao diretamente
ligadas a regulagdao da homeostase proteica tecidual e relacionada a citoprotecdo e efeitos
anti-inflamatoérios (HECK; SCHOLER; DE BITTENCOURT, 2011). Embora, Li et al, 2019
tenham demonstrado que a exposi¢do subaguda de peixes a altas concentragdes de HBG
causam aumento na expressao das HSPs, em nosso estudo, na dose investigada, nao

observamos alteragdes na expressao de HSP70 hepatica.

CONSIDERACOES FINAIS
Os animais expostos a IDA de HBG tiveram reducdo na concentracao de proteinas

hepaticas. Entretanto, nao houve altera¢des nos marcadores de estresse oxidativo e celular.

Palavras-chave: Agrotoxicos, estresse oxidativo, estresse celular.
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