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RESUMO

Avaliagcao da neurotoxicidade do herbicida a base de glifosato mediante
exposi¢ao cronica inalatéria e oral em ratos

Apesar dos estudos realizados pela industria sugerirem que o glifosato é pouco
toxico para as espécies nao alvo, os estudos realizados colocam em duvida a
segurancga do glifosato para a saude de outras espécies. O objetivo desse estudo foi
avaliar a neurotoxicidade da exposicao crénica por via oral e inalatéria ao herbicida
glifosato em ratos. Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados 60 ratos
Wistar albinos, machos, adultos, distribuidos em seis grupos (n=10): CI - Grupo
Controle Inalatério, expostos a nebulizagdo com agua destilada por 15 minutos,
diariamente; CO - Grupo Controle Oral, ragao nebulizada com agua destilada por 15
minutos; LCIl: Grupo de Baixa Concentracao Inalatério, expostos a nebulizacdo ao
herbicida com 2,99 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’ha), durante
15 minutos, diariamente; LCO: Grupo de Baixa Concentracéo Oral, ragao nebulizada
com o herbicida com 2,99 x 10° gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’ha)
por 15 minutos; HCI: Grupo de Alta Concentragao Inalatorio, expostos a nebulizacéo
ao herbicida com 7,48 x 10° gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’ha),
durante 15 minutos, diariamente; HCO: Grupo de Alta Concentragdo Oral, racao
nebulizada com o herbicida com 7,48 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare
(g.i.a/ha), por 15 minutos. Para avaliagdo comportamental foram utilizados os
seguintes testes: Teste de campo aberto, Teste de reconhecimento de objetos e
Labirinto em Cruz Elevado, para a observagcdo do estado geral de saude, dos
reflexos neuroldgicos, das habilidades sensoriais € da fungdo motora dos animais
utilizados. Animais de todos os grupos foram eutanasiados 6 meses apos o inicio do
experimento. Foi coletado cérebro para analise histoldgica, imuno-histoquimica e
avaliacdo do estresse oxidativo. Os animais expostos ao herbicida a base de
glifosato (GBH) n&o apresentaram alteragdo de locomogao ou prejuizo de memoria.
Somente o0s expostos a alta concentragcdo oral apresentaram maior nivel de
ansiedade. Congestao tecidual ocorreu somente nos animais expostos a alta
concentracdo de GBH. Houve maior espessura do coértex cerebral e aumento da
expressdo da proteina BCL-2 nos animais expostos ao GBH. As dosagens de
malonaldeido de carbonilagdo de proteinas nao diferiram entre os grupos expostos e
nao expostos. Sob as condi¢cdes de exposicdo estudadas e nas concentragdes do
produto avaliadas, concluimos que o GBH avaliado ndo apresenta efeito
neurotoxico.

Palavras-chave: herbicidas, cérebro; estresse oxidativo; modelo experimental;
exposicao ambiental; testes neuropsicolégicos.



ABSTRACT

Neurotoxicity associated with chronic inhalation and oral exposure to
glyphosate based in rats

Although industry studies suggest that glyphosate is mildly toxic to non-target
species, studies on glyphosate cast doubt on the safety of glyphosate for the health
of other species. To evaluate the neurotoxicity of chronic oral and inhalation
exposure to the herbicide glyphosate in rats. For the accomplishment of the
experiments, 60 male, adult, albino Wistar rats were used, divided into six groups
(n=10): CI - Inhalation Control Group, exposed to nebulization with distilled water for
15 minutes, daily; CO - Oral Control Group, feed nebulized with distilled water for 15
minutes; LCI: Low Inhalation Concentration Group, exposed to herbicide spray with
2.99 x 102 grams of active ingredient per hectare (g.a.i./ha) for 15 minutes daily;
LCO: Low Oral Concentration Group, ration sprayed with the herbicide with 2.99 x
10 grams of active ingredient per hectare (g.a.i/ha) for 15 minutes; HCI: High
Inhalation Concentration Group, exposed to herbicide spray with 7.48 x 107 grams of
active ingredient per hectare (g.a.i./ha) for 15 minutes daily; HCO: High Oral
Concentration Group, ration sprayed with the herbicide with 7.48 x 107 grams of
active ingredient per hectare (g.a.i./ha), for 15 minutes. For behavioral evaluation, we
used: Open Field Test, Object Recognition Test and Elevated Plus Maze, whose
objective was to observe the general state of health, neurological reflexes, sensory
abilities and motor function of the animals used. Animals from all groups were
euthanized 6 months after the beginning of the experiment. Brain was collected for
histological, immunohistochemical and oxidative stress assessment. The animals
exposed to GBH showed no change in locomotion or memory impairment. Only
those exposed to high oral concentration had a higher level of anxiety. Tissue
congestion occurred only in animals exposed to high concentration of GBH. There
was a greater thickness of the cerebral cortex and an increase in the expression of
the BCL-2 protein in the animals exposed to GBH. Protein carbonylation and
maloaldehyde dosages did not differ between exposed and unexposed groups.
Under the exposure conditions studied and at product concentrations evaluated, we
concluded that the GBH evaluated does not present a neurotoxic effect.

Keywords: herbicides; brain; oxidative stress; experimental model; environmental
exposure; neuropsychological tests.
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1 REVISAO DA LITERATURA

Os agrotoxicos sao constituidos por uma grande variedade de substancias
quimicas ou produtos biolégicos utilizados no controle de pragas (animais e
vegetais) e doengas de plantas (FUNDACENTRO, 2005). Assim, por atuarem sobre
processos vitais, em sua maioria, essas substancias tém acao sobre a saude do ser
humano. Os efeitos sobre a saude podem ser de dois tipos: 1) agudos, resultantes
da exposigao a concentragbes de um ou mais agentes téxicos capazes de causarem
dano efetivo aparente em um periodo de 24 horas; 2) crénicos, resultantes de uma
exposicao continuada a doses relativamente baixas de um ou mais produtos
(PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003).

Os agrotoxicos sao utilizados nas florestas nativas e plantadas, nos
ambientes hidricos, urbanos e industriais e, em larga escala, na agricultura e nas
pastagens para a pecuaria, sendo também empregados nas campanhas sanitarias
para o combate a vetores de doengas (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003).

1.1 Agrotéxicos

A Lei Federal n° 7.802 de 11/07/1989, regulamentada pelo Decreto n° 4.074
de 04/01/2002, Artigo 1°, Inciso IV, define o termo "agrotoxico" da seguinte forma:

“Consideram-se os agrotoxicos e afins como produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos
setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protegao de florestas, nativas
ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos,
hibridos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢édo da
flora e da fauna, a fim de preserva-la da agcao danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores do crescimento” (BRASIL, 1989).

Os agrotoxicos sao produtos que tem a finalidade de alterar a composigao
da fauna e da flora a fim de preserva-las da acdo de seres vivos considerados
nocivos (VILLALOBOS; FAZOLLI, 2017). Os agrotéxicos, para obtengao do registro,
sao avaliados quanto aos impactos a saude humana, ao meio ambiente e sua
eficacia agronémica. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgéo
responsavel no ambito do Ministério da Saude pela avaliacdo da toxicidade dos

agrotoxicos e seus impactos a saude humana, emitindo o Informe de Avaliagcéo
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Toxicologica que pode ser favoravel ou desfavoravel a concessdo do registro pelo
Ministério da Agricultura (BRASIL, 1989).

Os agrotoxicos surgiram para eliminarem os seres vivos considerados
nocivos ou pragas. Muitos produtores e comerciantes chegaram a denomina-los de
“defensivos agricolas”. Contudo a situagao € complexa pois os agrotoxicos poderéo
ter caracteristicas carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas. Sendo assim, o
nome oficial desses produtos no Brasil é “agrotoxicos”, devendo a sua propaganda
comercial conter adverténcias sobre maleficios decorrentes de seu uso (BRASIL,
1988).

A expanséo do uso de agrotoxicos no Brasil se deu a partir dos anos 1960 e
1970, com a revolugéao verde, que incluiu a mecanizagao, a utilizagao de agrotoxicos
e fertilizantes, o desenvolvimento de grandes variedades de sementes e plantas
geneticamente modificadas, a irrigagédo, visando modernizar o campo e aumentar a
produtividade. A revolugdo verde acarretou, contudo, sérios problemas
socioambientais, especificamente em relagao aos agrotdxicos, na medida em que se
ignoraram os efeitos nocivos ao meio ambiente e a saude humana
(VASCONCELLOS et al., 2020).

A produgéo agricola no Brasil é favorecida pelas condi¢des climaticas e pela
grande quantidade de terras disponiveis. Atualmente, nosso pais € o segundo maior
exportador mundial de produtos agricolas. Os agrotéxicos sao amplamente
utilizados nas lavouras brasileiras devido a sua alta eficiéncia, baixo custo e
legislagao permissiva (BROVINI et al., 2021).

A exposigao aos agrotdxicos pode ocorrer no ambiente laboral, incluindo as
fabricas e as empresas que transportam e comercializam, além da producgao
agricola, pecuaria e na capina quimica. Também ocorre a exposi¢gao no caso de
moradores que residem proximos a areas rurais ou urbanas, sendo atingidos pela
contaminagao do ar, do solo e da agua (VASCONCELLOS et al., 2020). No Brasil,
sdo comercializados aproximadamente 2000 tipos de agrotoxicos, com 300
principios ativos diferentes e que se dividem em grupos como os herbicidas,
inseticidas, raticidas, acaricidas, molusquicidas, nematicidas e fumigantes (CAIRES;
DIAZ CASTRO, 2002).

Os herbicidas sdo conhecidos como reguladores de crescimento, inibidores
do crescimento de plantulas e da fotossintese, inibidores da biossintese de

aminoacidos e lipidios, desreguladores da membrana celular e inibidores da
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biossintese de pigmentos, enquanto os fungicidas incluem inibidores da biossintese
de ergosterol, biossintese de proteinas e respiragdo mitocondrial (LUSHCHAK et al.,
2018).

O estudo de Lushchak et al. (2018) revela a importancia de avaliar o impacto
de pesticidas e de outros produtos quimicos a possiveis riscos a saude animal e
humana, uma vez que a exposicdo a estes compostos podem causar muitas
doencas, incluindo sindrome metabdlica, desnutricdo, aterosclerose, inflamacao e
neurotoxicidade.

Outros pesquisadores relatam também que ha um aumento de evidéncias
sobre a relagao entre a exposicao a pesticidas e a elevada taxa de doengas cronicas
como diferentes tipos de cancer, diabetes, doengas neurodegenerativas (Parkinson,
Alzheimer e Esclerose Lateral Amiotréfica), defeitos congénitos, disturbios
reprodutivos, problemas respiratorios (asma e doenga pulmonar obstrutiva crénica),
doencas cardiovasculares (aterosclerose e doencga arterial coronariana), nefropatias
cronicas, doengas autoimunes (lupus eritematoso sistémico e artrite reumatoide),
sindrome da fadiga crénica e envelhecimento (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

Estudos futuros devem ser direcionados a investigar a influéncia dos efeitos
a longo prazo de baixas doses de pesticidas e minimizar ou eliminar a influéncia
desses pesticidas em organismos vivos nao-alvos. O objetivo € produzir pesticidas
mais especificos e usar tecnologias modernas para diminuir a contaminagdo dos
alimentos (LUSHCHAK et al., 2018).

1.2 Herbicida Glifosato

O glifosato é um po6 cristalino, de cor branca e sem odor. Esse herbicida é
uma substancia anfotérica, e devido a sua alta polaridade, é praticamente insoluvel
em etanol, acetona e benzeno (BECKING; CHEN, 1998).

No Brasil, quatro tipos de sais de glifosato estao registrados: o glifosato sal
de isopropilamanina, o glifosato sal de potassio, o glifosato sal de ambnio e o
glifosato trimésio (ANVISA, 2020).

O (lifosato € absorvido pela pele e pelas vias respiratérias e digestivas
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Quando ingerido, 30 a 36% € absorvido e, em
seguida, eliminado, em grande parte, pela urina. A excregao biliar é reduzida e a

z

eliminacdo pelo ar expirado € muito pequena (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). E
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um herbicida de amplo espectro e atualmente um dos pesticidas mais estudados. Os
Estados Unidos lideraram a publicagdo sobre esse herbicida, seguidos por Brasil,
Canada e China (SOARES et al., 2021). Em 1974, o glifosato foi introduzido pela
Monsanto Company sob o nome comercial Roundup e tornou o herbicida mais
utilizado em todo o mundo (MEFTAUL et al., 2020).

O ¢lifosato € o unico herbicida que tem como alvo a enzima 5-enolpiruvil-3-
shiquimato fosfato sintase. E considerado ndo seletivo de alta taxa de uso que se
transloca principalmente para sumidouros metabdlicos, matando tecidos
meristematicos longe do local de aplicagdo. Suas propriedades de mobilidade no
floema e acao lenta em matar ervas daninhas permitem que o herbicida se mova por
toda a planta para matar todos os meristemas, tornando-o eficaz no controle de
ervas daninhas perenes. Grande parte de seu uso € em culturas transgénicas
(especialmente de soja, milho, algod&o e cana-de agucar) que tém sido as culturas
dominantes em todo o mundo (DUKE, 2018).

De acordo com Rodriguez-Gil et al. (2021), o glifosato por ser soluvel em
agua, nado se acumula em altos niveis no ambiente. Ele absorve as particulas no
solo e isso reduz sua biodisponibilidade, de modo que as exposigdes a organismos
nao-alvo diminuem com o passar dos dias. Sendo assim, o uso de formulagdes de
glifosato sob boas praticas agricolas apresenta um risco de minimo de efeitos
adversos diretos e indiretos em organismos nao-alvo.

Os produtos de degradacéao do glifosato variam segundo o tipo de cultura em
que o ingrediente ativo € aplicado. O residuo mais comum €& o acido
aminometilfosfébnico (AMPA), que possui toxicidade semelhante ao glifosato
(ANVISA, 2018). Embora os efeitos de intoxicagao aguda desse herbicida e do seu
produto de degradagdo, AMPA, sobre os mamiferos serem baixos, existem dados
que levantam a possibilidade de efeitos crénicos em animais relacionados ao
acumulo desses compostos no meio ambiente. Estudos demonstram que é
necessario revisar os limites de tolerancia para residuos de glifosato na agua, ar e
alimentos, tendo em conta todos os possiveis riscos para a saude (VAN BRUGGEN
etal., 2018).

O uso intensivo do glifosato tem potencial para causar efeitos nocivos aos
microrganismos do solo, levando a alteracbes na fertilidade e desequilibrio
ecolégico, além de impactos nos ambientes aquaticos decorrentes de alteracdes na
cadeia alimentar (MARQUES et al., 2021).
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Devido ao fato do glifosato ser aplicado principalmente nos campos e poder
persistir por varios meses no solo, surgiram preocupagdes sobre o impacto que sua
presenca nos alimentos pode causar em humanos. No entanto, ndo ha um consenso
da comunidade cientifica até o presente momento, e sua seguranga para a saude é
controversa (SOARES et al., 2021).

O (¢lifosato aumenta o risco de cancer, disturbios endocrinos, doenca
celiaca, autismo, efeito nos eritrocitos, sindrome do intestino irritavel, entre outras
doencas (MEFTAUL et al., 2020).

Atualmente, as recomendagdes em bula, se utilizadas corretamente
protegem todos operadores dos riscos associados a exposi¢cdo dos produtos a base
de glifosato, uma vez que sao indicadas a utilizagdo de todos os Equipamentos de
Protecao Individual (EPI) (ANVISA, 2020).

ApoOs a publicagdo da RDC n° 10, de 22 de fevereiro de 2008, que
estabeleceu a reavaliagéo toxicoldgica do ingrediente ativo (IA) glifosato, a ANVISA
firmou contrato com a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) que ficou responsavel
pela elaboragdo de Nota Técnica abordando todos os aspectos toxicolégicos
relevantes sobre esse herbicida a partir de levantamento bibliografico e da analise
de estudos técnicos cientificos dos produtos técnicos, incluindo a analise de
carcinogenicidade desse ingrediente ativo (ANVISA, 2018).

De acordo com os estudos atualmente disponiveis ha evidéncia limitada de
carcinogenicidade em animais experimentais sugerindo auséncia de
carcinogenicidade em humanos. Esses critérios classificam o glifosato na Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) no Grupo 3, que indica ndo ser
carcinogénico para humanos (ANVISA, 2018).

Em relagdo aos aspectos toxicoldgicos, a reavaliacdo dos agrotéxicos ocorre
quando ha alguma indicagao de perigo ou risco a saude humana, em comparagao a
avaliacdo feita para a concessdo de registro. As novas evidéncias podem ser
apresentadas mediante novos estudos e pelo avango dos conhecimentos cientificos.
Alertas em funcdo de observagbes epidemioldgicas, clinicas ou por eventuais
acidentes podem servir como evidéncias, mesmo quando os estudos experimentais
conduzidos em animais de laboratorio ndo sao suficientes para concluir sobre a
nocividade do produto em humanos (ANVISA, 2020). Essa mesma Nota Técnica N°
12/2020 descreve a reavaliagao do ingrediente ativo (IA) do glifosato e conclui que

até o momento esse herbicida ndo apresenta caracteristicas mutagénicas,
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teratogénicas, carcinogénicas, neurotoxicas, também ndo desregula o sistema
endodcrino e ndo é toxico para a reproducéo e desenvolvimento embriofetal (BRASIL,
2020).

Apods avaliagao dos estudos cientificos e regulacéo de agéncias reguladoras
internacionais, a ANVISA determinou novos parametros de referéncia para a
avaliacdo do risco de ingestdo diaria aceitavel (IDA) = 0,5 mg/kg pc/dia; Dose de
Referéncia Aguda (DRfA) = 0,5 mg/Kg pc/dia; Nivel aceitavel de Exposi¢cao
Ocupacional (AOEL) = 0,1 mg/kg pc/dia. Com base nesses parametros, a avaliagéo
do risco dietético relacionado ao glifosato mostrou nivel seguro de exposigdo, sem
extrapolagédo das doses de referéncia aguda e crbnica, incluindo nessa avaliagéo os

residuos encontrados em alimentos e na agua (ANVISA, 2020).

1.3 Herbicida Glifosato: neurotoxicidade

Desde o ano 2000, vém aumentando as pesquisas que investigam a
neutoroxicidade do glifosato. As informagdes fornecidas indicam que a exposig¢ao a
esse herbicida e suas formulacbes comerciais pode induzir varios efeitos
neurotoxicos, mas esses dados ainda sao controversos. Um estudo demonstrou que
a exposicao a este pesticida durante as fases iniciais da vida pode afetar seriamente
o desenvolvimento celular normal, desregulando algumas das vias de sinalizagao
envolvidas neste processo, levando a alteracbes na diferenciagdo, crescimento
neuronal e mielinizagdo. O glifosato também parece exercer um efeito toxico
significativo na neurotransmissdo e induzir estresse oxidativo, neuroinflamagéo e
disfungdo mitocondrial, processos que levam a morte neuronal por autofagia,
necrose ou apoptose, além do aparecimento de disturbios comportamentais e
motores. As doses de glifosato que produzem esses efeitos neurotoxicos variam
muito, mas sdo inferiores aos limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras
(COSTAS-FERREIRA; DURAN:; FARO, 2022).

De acordo com Bicca et al. (2021), uma dose subcrdnica desse herbicida
poderia induzir alteragées no sistema nervoso central em camundongos como a
depressao. Apesar do progresso consideravel na descrigao do potencial neurotoxico
do glifosato, os efeitos nocivos sobre a citoarquitetura cerebral e 0 comportamento
ainda nao estao claros. Os estudos de Ait-Bali et al. (2020) expondo camundongos

fémeas durante a gravidez mostrou que a exposi¢cdo pré e neonatal ao glifosato
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prejudica os parametros de fertilidade e reprodu¢do, bem como o comportamento
materno das maes expostas. Na prole, o glifosato foi responsavel por um atraso
global nos reflexos inatos e um déficit no desenvolvimento motor. Na idade adulta,
0sS animais expostos apresentaram diminuicdo da atividade locomotora,
sociabilidade, aprendizado e memoria a curto e longo prazo associada a alteragdes
dos sistemas colinérgico e dopaminérgico.

Um estudo de intoxicagdo humana por glifosato relatou efeitos adversos no
sistema nervoso, particularmente na substancia negra (CATTANI et al., 2021).
Exposicdes mais elevadas a esse herbicida por proximidade com a pulverizagao
agricola estdo associadas a varios efeitos neurotoxicos em humanos. Essa
neurodegeneracado foi atribuida a inibicdo mitocondrial e aumento do estresse
oxidativo, que pode ser atribuido pela excitotoxicidade do glutamato (RICHARDSON
et al., 2019). Eriguchi et al. (2019) relatou o caso de um homem de 38 anos que
desenvolveu parkinsonismo quatro anos apos a ingestdo acidental de glifosato. O
paciente apresentou bradicinesia do lado direito e rigidez em roda dentada sem
sintomas autondémicos.

O estudo de Caballero et al. (2018) relacionou a exposi¢ao prolongada a
esse herbicida com a doenca de Parkinson em humanos, mas ainda faz-se

necessario outras investigagdes para confirmar tal efeito.

1.4 Herbicida Glifosato: estresse oxidativo

Um estudo que investigou os efeitos da exposigdo perinatal ao herbicida a
base de glifosato no figado da prole de ratos fémeas Wistar mostrou um aumentou
no influxo de calcio no figado da prole. Foram relatadas alteragdes no sistema
antioxidante enzimatico e aumento das atividades enzimaticas das transaminases e
gama-glutamil transferase no figado e no sangue da prole, sugerindo uma leséo
hepatica induzida por pesticidas (RIEG et al., 2022).

O (¢lifosato tem como alvo os sistemas monoaminérgicos dos peixes,
levando ao estresse oxidativo e a ansiedade. O cérebro de peixes expostos
apresentou um aumento significativo da atividade da catalase e da superéxido
dismutase, com concomitante diminuicdo das reservas de glutationa. Essas

alteragcdes no sistema antioxidante corroboram com o aumento observado no
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estresse oxidativo, refletido pelo aumento dos niveis de peroxidagéo lipidica no
cérebro (FARIA et al., 2021).

Outro estudo em linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y
demonstraram que o glifosato e o AMPA induziram efeitos citotoxicos no
desenvolvimento neuronal, estresse oxidativo e morte celular via apoptose, autofagia
e vias necroticas e confirmaram que a exposigcdo ambiental ao glifosato torna-se
uma preocupacdo (MARTINEZ et al., 2020).

1.5 Apoptose e neurodegeneragao

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, é
caracterizada por uma série de alteragdes morfologicas na estrutura da célula,
juntamente com uma série de processos bioquimicos dependentes de enzimas
(D’ARCY, 2019). Nesse processo, a membrana plasmatica da célula permanece
integra, porém, sua estrutura é alterada tornando-se alvo para fagocitos. Os restos
celulares sao rapidamente fagocitados e removidos, ndo formando um processo
inflamatdrio por essa via no hospedeiro. Esse processo pode ocorrer tanto em
situagdes fisioldgicas, eliminando células que ndo sdo mais necessarias e mantendo
seu numero constante, quanto em situagbes patologicas. Nessas ultimas, a
apoptose elimina células com lesdes irreversiveis decorrentes de diversas situagoes,
dentre elas, lesdo de DNA por citotoxicidade (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Seu mecanismo pode ocorrer por via intrinseca (mitocondrial) e via
extrinseca (morte iniciada por receptor). Na via intrinseca, determinados estimulos
levam ao aumento de permeabilidade mitocondrial e liberagdo de moléculas
mitocondriais pré-apoptoéticas que induzirdo o processo de apoptose. A liberacao
dessas moléculas é controlada por proteinas pré e antiapoptéticas da familia BCL-2,
que residem no citoplasma e nas proprias membranas mitocondriais. Perda dos
sinais de sobrevivéncia, lesbes no DNA e outros estimulos ativam essas proteinas
presentes no citoplasma (sensores de lesdo da familia BCL-2) as quais, por sua vez,
ativam efetores BAX e BAK proé-apoptoticos, que formam canais na membrana
mitocondrial permitindo que suas proteinas internas extravasem para o citoplasma,

como o citocromo C, e ativem a cascata de caspases, enzimas capazes de degradar



19

componentes celulares criticos gerando morte celular (KUMAR; ABBAS; ASTER,
2016).

Acredita-se que a apoptose seja o principal mecanismo de morte celular em
doengas neurogenerativas, como Parkinson, Alzheimer, Esclerose Lateral
Amiotrofica e retinite pigmentosa, tendo como indutores principalmente o estresse
oxidativo, aumento de calcio intracelular, defeitos mitocondriais, toxidade por
aminoacidos excitatorios, deficiéncias de fatores de crescimento ou aumento da
concentragao de glutamato no meio extracelular (CORDEIRO, 1999).

O aumento moderado (200 — 400 nM) e a liberagdo do estoque de calcio
armazenado no reticulo endoplasmatico € um indutor de apoptose pela ativacdo da
calpaina, protease dependente de calcio. J&4 o estresse oxidativo, de maneira
semelhante ao calcio, pode promover ou inibir a apoptose de acordo com sua
intensidade. Nele, a producdo de agentes oxidantes ultrapassa as capacidades
antioxidantes gerando dano oxidativo de constituintes celulares levando a célula a
morte. De maneira geral, o encéfalo e tecidos nervosos estdo mais propensos aos
danos oxidativos devido a fatores como o alto fluxo de calcio pelos neurénios,
presencga de neurotransmissores excitatorios, principalmente o glutamato, e o fato de
possuir poucas defesas antioxidantes (GARCIA, 2010)

Desse modo, lesbes e degeneragdes de tecidos nervosos mantém relagéo
proxima com apoptose. Segundo Correia et al. (2013), a doenga de Parkinson
apresenta possiveis fatores associados ao seu surgimento, sendo um deles, o
processo de apoptose. As manifestagdes clinicas caracteristicas dessa patologia
estdo associadas a deplecdo de dopamina, decorrente da morte dos neurdnios
dopaminérgicos que compde a substancia negra compacta do mesencéfalo.

Em relacdo ao Alzheimer, os neurbnios entram em processo de morte
celular por apoptose precocemente, o que resulta em deméncia progressiva e perda
da cognigcédo e da memdéria (ANAZETTI; MELO, 2007). Ja na Doenga de Huntington,
a atividade de caspases e calpainas encontra-se aumentada e fragmentos de
huntingtina mutante, proteina mutante presente nessa patologia, podem induzir
diretamente o aumento da permeabilidade mitocontrial, ativando o processo
apoptético por via intrinseca (GIL-MOHAPEL; REGO, 2011).
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1.6 Testes Comportamentais

O cortex pré-frontal regula a expressao do medo com base em informagdes
previamente aprendidas. Recentemente, essa area do cérebro emergiu novos
caminhos para estudar a neurobiologia em transtornos de ansiedade (GILMARTIN;
BALDERSTON; HELMSTETTER, 2014). Varios testes existem para medir
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores de laboratério. Entretanto, a
interpretacdo dos parametros e o entendimento dos comportamentos observados
nestes testes ainda ndo sao satisfatérios. Para uma avaliacdo mais completa do
perfil emocional dos animais € interessante utilizar diferentes testes e medidas
comportamentais. Porém, o mesmo animal ndo pode ser testado ao mesmo tempo
em diferentes testes comportamentais. Para tentar resolver esta questdo, foi
proposto testes distintos que sao realizados em dias alternados (WEHRMEISTER,
2012).

1.6.1 Teste de Campo Aberto

O Teste de campo aberto foi o criado por Hall (1934) e permite avaliar
atividade locomotora e ansiedade. O teste consiste em colocar o animal em uma
arena circundada por parede. As dimensdes e o formato do campo aberto variam
entre os modelos quadrado ou redondo. O modelo quadrado, possui paredes altas,
feitas de madeira compensada branca com uma parede frontal de vidro. O soalho do
campo aberto € divido em 12 quadrantes iguais por linhas pretas. Observa-se por 5
minutos 0 numero de vezes que o0 animal cruzara as linhas pretas e o numero de

vezes que o animal se elevou sobre as patas traseiras (MELLO et al., 2008).
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Figura A — Caixa usada para realizar o teste de campo aberto iluminada com luz
vermelha de 15W.

1.6.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado foi elaborado por Pellow et al. (1985), com o
objetivo de avaliar comportamentos relacionados a ansiedade (ITO, 2010). Consiste
em um aparato de madeira com cor natural em formato de cruz, com quatro bragos,
elevados 50 cm do chdo. Dois bragos possuem paredes, sendo chamados de bracos
fechados (49 x10x 30 cm) e outros dois nao possuem as paredes, correspondendo
aos bragos abertos (49x 10 cm), dispostos em forma de cruz. Dois dos bragos séo
abertos e contornados por uma pequena borda de acrilico transparente de 0,5 cm de
altura para diminuir eventuais quedas dos animais. Os outros dois bracos, dispostos
perpendicularmente aos abertos, sdo revestidos por paredes laterais de 50 cm de
altura, sendo denominados bragos fechados. Uma arena central de 10x10cm une os
quatro bragos entre si (Figura B). Os animais s&o colocados individualmente na area
central, voltados para um dos bracos fechados e sdo observados durante cinco
minutos (MEZADRI et al., 2011).
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Figura B — Teste de labirinto em cruz elevado usado no experimento. Vista frontal e

vista superior.
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1.6.3 Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objeto € um teste comportamental para
acessar a memoria em roedores que se baseia na tendéncia natural do animal em
explorar mais um objeto novo do que o familiar que foi inserido num contexto

anterior ja conhecido pelo animal (GUIMARAES et al., 2017).
Deve-se utilizar a mesma caixa do teste do campo aberto e esse novo teste

€ dividido em trés sessbes, a sessdo de treinamento, que sera seguida de duas
sessdes de teste (1h apds treinamento e 24h apds o treinamento). Os animais séo
expostos a dois objetos idénticos (em tamanho, forma e cor) definidos como objetos
familiares, F1 e F2 (brinquedos Lego quadrados) nas primeiras duas sessoes,

passadas as 24 horas um dos objetos € trocado para avaliar a meméria do animal

frente ao objeto diferente (Figura C) (MEZADRI et al., 2011).
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Figura C — Teste de reconhecimento de objetos: sesséo treino e sessao teste.

O herbicida glifosato € um dos produtos mais utilizados para pulverizagao de
lavouras no Brasil e no mundo. A neurotoxicidade ao glifosato ainda € controversa e
0s mecanismos pela qual esta ocorre ainda ndo estdo bem definidos. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o possivel efeito neurotéxico da exposigéo crbénica

por via oral e inalatéria a um herbicida a base de glifosato em ratos.
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Resumo

O uso de herbicidas a base de glifosato (GBH) para produgdo agricola tem
aumentado muito ao redor do mundo, assim como seus residuos no meio ambiente.
Sua acgao sobre o sistema nervoso central e as vias de neurotoxicidade ainda nao
estdo totalmente esclarecidas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
neurotoxico da exposicdo crénica a um GBH em ratos adultos. Para isto, foram
utilizados 60 ratos Wistar albinos, machos, adultos, divididos em 6 grupos, 2 grupos
controle e 4 grupos expostos ao GBH (n=10/grupo). Os animais foram expostos a
duas concentragdes de GBH, por via oral e inalatéria: 2,99 x 107 gramas de
ingrediente ativo por hectare (g.i.a’ha) e 7,48 x 107 g.i.a/ha. Os animais foram
expostos durante seis meses. Foram realizados estudos comportamentais. O
cérebro foi coletado para analise histopatolégica, imuno-histoquimica e de estresse
oxidativo. Os animais expostos ao GBH nao apresentaram alteracdo de locomogao
ou prejuizo de memoria. Somente o0s expostos a alta concentragdo oral
apresentaram maior nivel de ansiedade. Congestéo tecidual ocorreu somente nos
animais expostos a alta concentragdao de GBH. Houve maior espessura do coértex
cerebral e aumento da expressao da proteina BCL-2 nos animais expostos ao GBH.
As dosagens de malonaldeido de carbonilagdo de proteinas n&o diferiram entre os
grupos expostos e ndo expostos. Sob as condigdes de exposi¢cado estudadas e nas
concentracdes do produto avaliadas, concluimos que o GBH avaliado ndo apresenta

efeito neurotodxico.

Palavras-chave: dano encefalico crénico, exposigdo a praguicidas, exposi¢cao

ocupacional, toxicidade crénica, espécies reativas de oxigénio.

Abreviagoes: AMPA, acido aminometil fosfénico; CGA, campos de grande aumento;
Cl, controle inalatério; CO, controle oral; cRfD, dose cronica de referéncia; EFSA,
Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (European Food Safety Authority);
g.i.a/ha, gramas de ingrediente ativo por hectare; GBH, herbicida a base de
glifosato; HCI, grupo alta concentragao inalatério; HCO, grupo alta concentragéo
oral; IDA, ingestao diaria “aceitavel”; LCI, grupo baixa concentragao inalatério; LCO,

grupo baixa concentragao oral; MDA, Malonaldeido.
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Introducgao

O herbicida glifosato, N-(fosfonometil)glicina, € um herbicida para plantas de
folhas largas, que foi introduzido no mercado 1970 e desde entdo se tornou a
substancia ativa mais usada mundialmente para o controle de ervas daninhas. O
glifosato € a segunda substancia ativa mais vendida para usos profissionais e a
primeira para usos n&o profissionais."" Herbicidas a base de glifosato (GBH) foram
autorizados para uso agricola nos Estados Unidos em 1974 pela Agéncia de
Protecdo Ambiental (U.S. Environmental Protection Agency - EPA) e na Europa, em
2002 pela Comissao Europeia.'®

Os GBHs séao utilizados na agricultura e silvicultura, em gramados e jardins
urbanos e para controle de ervas daninhas em areas industriais. Ha, também, alguns
GBHs que controlam a quantidade de plantas aquaticas.” As lavouras que mais
utilizam os GBHs sdo milho, soja, canola, trigo, cevada e feijdo, entre outras.?
Atualmente, um dos problemas € o uso aumentado de GBH pelos agricultores
(aumento das taxas de aplicacdo e pulverizagdo mais frequente) para combater
ervas daninhas menos sensiveis a este herbicida.®

Os GBHs, além da contaminacéo do ar e do solo, contaminam também fontes
de agua potavel, principalmente em regides agricolas. Atualmente, se sabe que a
meia-vida do glifosato na agua e no solo é maior do que se era conhecida
anteriormente.?® Isto pode acarretar em contaminacdo de alimentos e animais e
posteriormente na contaminacdo de seres humanos nao expostos diretamente a
este herbicida.

A exposicao a pesticidas tem efeitos no sistema nervoso, tanto central quanto
periférico. Exposi¢cdes a altas doses de pesticidas ja tem suas consequéncias bem
estabelecidas (déficits no desempenho neurocomportamental e anormalidades na
funcdo nervosa). Porém, neurotoxicidade associada a exposi¢gao cronica a baixas
doses é controversa.?

A exposicdo ao glifosato, tanto aguda quanto crénica, pode causar
parkinsonismo, uma condicdo semelhante a doenca de Parkinson.”*® Estudos in
vitro tem mostrado efeito citotoxico do glifosato no desenvolvimento neuronal,?
alteragbes comportamentais em camundongos jovens“'5 e neurotoxicidade em

estudos de desenvolvimento em ratos.’
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O estresse oxidativo tem sido associado a neurotoxicidade induzida por
pesticidas, devido a sua agcdo em uma série de alteragdes bioquimicas que levam a
morte de células neuronais dopaminérgicas.21 Estudos mostram que o glifosato e
seu produto de degradacédo acido aminometil fosfénico (AMPA) induzem estresse
oxidativo e morte celular via apoptodtica, autofagia e por vias necroticas em
neurdnios.*?

Os efeitos téxicos agudos do glifosato e do AMPA em mamiferos sao baixos.
Porém, os efeitos na saude mediante a exposicdo crbnica e a doses ultrabaixas
associadas ao acumulo desses compostos no meio ambiente ainda ndo esta
totalmente esclarecida.>’

O glifosato nao foi testado sozinho em sua ingestao diaria aceitavel ou em
concentracdes relevantes para exposicoes humanas e sua toxicidade crdonica em
adultos ainda precisa ser avaliada em condicdes controladas de animais de
laboratdrio e em concentracdes ambientalmente relevantes.?* Além disso, a maioria
dos estudos de neurotoxidade ao glifosato ou GBHs avaliou exposigdo materna
(efeito sobre a prole) ou exposicao de filhotes."®

Existem diversos produtos contendo glifosato & venda.'® Este herbicida é
aplicado em varias formas, incluindo sal de isopropilamina, sal de amdnio, sal de
diaménio, sal de dimetilaménio e sal de potassio.' Estes sais s&o considerados pela
industria como “produtos inertes” e a formulagdo dos GBHs é um segredo
industrial.?* Assim, a avaliagdo constante dos GBHs é importante devido a
composicdo muito variavel desses herbicidas comercializados no mundo todo.?

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito neurotoxico da exposigéo cronica a
um GBH comumente utilizado no Brasil em ratos adultos, de acordo com parametros
comportamentais e histolégicos, e avaliar o possivel papel das vias apoptéticas e do
estresse oxidativo nas alteracdes cerebrais. Para isto, realizamos exposi¢cédo crénica

dos animais por vias e concentragdes relevantes a exposicdo humana.

Material e Métodos
Aprovacao ética do estudo. Todos os procedimentos experimentais foram
conduzidos de acordo com as diretrizes nacionais e internacionais de manejo animal

e os protocolos aprovados pela Comissdo de Etica para Uso Animal da Universidade
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do Oeste Paulista (aprovagdo CEUA-UNOESTE n° 6095) (Anexo 1). O estudo foi
desenhado e monitorado de acordo com as diretrizes ARRIVE."®

Herbicida utilizado. A exposicdo ao herbicida a base de glifosato (GBH) foi
realizada com Glifosato [N-(phosphonomethyl) glycine] (Roundup Original DI,
Monsanto, Sdo Paulo, Brasil) com a seguinte composi¢ao: Sal de Di-aménio de N-
(phosphonomethyl)glycine (GLIFOSATO): 445 g/L (370 g/L equivalente acido),
equivalente acido de N-(phosphonomethyl) glycine (GLIFOSATO): 370 g/L (37,0%
m/v) e outros ingredientes: 751 g/L (75,1% m/v).

Protocolo animal. Para a realizagao dos experimentos, foram utilizados 60 ratos
Wistar albinos, machos, adultos, com peso entre 200-250g, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), e alocados em gaiolas
plasticas grandes, em biotério experimental climatizado a temperatura média de 22 +
2°C, com ciclos de 12 horas de luminosidade. Os animais foram separados
aleatoriamente em 6 grupos (n=10/grupo): CI - grupo controle inalatério: expostos a
nebulizagdo com agua destilada; CO - grupo controle oral: ragdo nebulizada com
agua destilada; LCI - grupo de baixa concentragao inalatorio: expostos a nebulizagéo
ao herbicida com 2,99 x 102 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha)
(correspondendo a 91,17 mg/m®); LCO - grupo de baixa concentragdo oral: racdo
nebulizada com o herbicida na concentracéo de 2,99 x 10 g.i.a/ha (correspondendo
aa17 mg/mS); HCI - grupo de alta concentragao inalatorio: expostos a nebulizag&o
ao herbicida com 7,48 x 10° g.i.a/ha (correspondendo a 228,06 mg/m°®); HCO -
grupo de alta concentragao oral: ragao nebulizada com o herbicida na concentragao
de 7,48 x 10° g.i.a/ha (correspondendo a 228,06 mg/m®). As concentracdes
utilizadas foram baseadas na menor e na maior concentracdo descritas na bula do
produto para uso em diferentes lavouras. Para a nebulizagdo foram utilizadas duas
caixas (32x 24x 32 cm), uma para 0s grupos controles e outra para os grupos
expostos ao herbicida. As caixas foram ligadas a um nebulizador do tipo ultrassénico
(Pulmosonic Star®, Soniclear Ind. Com. Imp. e Exp. Ltda., Sdo Paulo, Brasil). A
exposi¢cdo dos animais e da ragcao foi realizada até que toda a solugdo fosse
nebulizada (aproximadamente 15 minutos).23 Os animais expostos por via inalatoria
foram nebulizados uma vez ao dia, por cinco dias consecutivos durante a semana

(simulac&o da exposi¢cado ocupacional). Os animais expostos por via oral tiveram sua
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racao nebulizada um dia antes de ser consumida e esta foi trocada a cada dois dias
(simulagdo da exposicdo por via alimentar).?® A ragdo residual foi pesada a cada
troca para controle da ingesta pelos animais. Os animais foram pesados
mensalmente até o final do experimento. Os animais de todos os grupos foram
expostos durante 6 meses. A eutanasia foi realizada ao final do experimento com

Tiopental sédico (Syntec, EUA), na dose de 100 mg/Kg de peso via peritoneal.’

Avaliagcado comportamental. Para avaliagdo comportamental, os testes
comportamentais utilizados foram Teste de campo aberto e Labirinto em Cruz
Elevado, com o objetivo de observar o estado geral de saude, os reflexos
neuroldgicos, as habilidades sensoriais e a fungdo motora dos animais e o Teste de
reconhecimento de objetos para avaliar a memoria. Os testes e a observagao foram
realizados uma semana antes da eutanasia. Foi realizado um teste por dia e em
ordem crescente de estresse, visando evitar a influéncia do teste anterior. Os testes

foram realizados entre 8 e 17 horas®*3" (

Figura 1). Os testes foram registrados em
video, durante cinco minutos, utilizando uma camera de 8 MP com resolugao de
video: 1080 p (1920 x 1080 px) orientada para os aparatos. Um mesmo observador
permaneceu dentro da sala para realizar o registro em uma posi¢ao mais alta que os

aparatos.
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Two concentrations of GBH:
* Low:2,99x 103g.a.i./ha
* High: 7,48x 103g.a.i./ha

Nebulization of feed
animals 5 days/week one day before change
(inhalation exposure) — change every 2 days

Nebulization of

(oral exposure)

< 6 months

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7 Day 8
Open field test Elevated-Plus- Elevated-Plus- Object recognition Object recognition Euthanasia
Maze Test Maze Test test test

(training session)  (testing session)

< Last week of the experiment >

Figura 1. Delineamento experimental do estudo. GBH: herbicida a base de glifosato; g.a.i.: gramas de ingrediente ativo por hectare.
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Teste de campo aberto. O Teste de campo aberto teve como objetivo avaliar
atividade locomotora e emocionalidade/ansiedade dos animais.”® Neste
experimento, foi utilizada uma caixa quadrada (100x100xm), de paredes altas, feitas
de madeira compensada branca. O soalho do campo aberto foi divido em 12
quadrantes iguais divididos por linhas pretas (20x20cm cada). A caixa foi limpa com
alcool 10% apos cada teste. A sala dos testes tinha uma luz vermelha de 15 W que
fornecia 3 lux de iluminacao sobre o centro da caixa. Antes do inicio dos testes, os
animais foram submetidos a um tempo de adaptacao a caixa de 10 minutos. Apds a
adaptacao, os animais foram observados por 5 minutos. Os parametros avaliados
nas gravagdes foram o numero de entradas no centro, o tempo de permanéncia no
centro do aparelho e a distancia total percorrida, contabilizando a locomocgao total de

cada animal.?®

Neste experimento, a locomogao total foi medida pela contagem do
numero de quadrantes cruzados com quatro patas pelo animal. A area central do

aparelho foi definida como 20x20 cm.?°

Labirinto em Cruz Elevado. O teste do labirinto em cruz elevado teve como objetivo

1.39 A sala

avaliar o nivel de ansiedade e foi realizado como descrito por Pellow et a
onde foi realizado o teste possuia uma luz com uma intensidade que ndo excedeu
44 lux. O Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze) consiste em um aparato
de madeira com cor natural e quatro bracos, elevados 50 cm do ch&o. Dois bragos
possuem paredes, sendo chamados de bragos fechados (49 x10x 30 cm) e outros
dois n&do possuem as paredes, correspondendo aos bragos abertos (49x 10 cm),
dispostos em forma de cruz. Uma arena central de 10x10cm une os quatro bracos
entre si. Os animais foram colocados individualmente na area central, voltados para
um dos bracgos fechados e foram observados durante cinco minutos apds o inicio da
exploracdo do labirinto.*® Os parametros avaliados nos registros foram a frequéncia
de entrada nos bracos aberto e fechado, o tempo de permanéncia em ambos os
bracos € no centro e seus percentuais, calculados de acordo com as férmulas

abaixo:*°

entrada no brago aberto x 100

e 04 de entrada no braco aberto =
: entrada no brago aberto + entrada no brago fechado

temp o no brago aberto x 100

e 04 de tempo no braco aberto =
P ! tempo no brago + tempo no brago fechado
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A ansiedade foi avaliada contando as entradas nos bragos aberto e fechado,
sendo uma entrada contada quando o animal colocou todas as quatro patas em um
dos bracos do labirinto. O efeito de ansiedade foi definido como uma diminuigao na

frequéncia de entradas no braco aberto e no tempo de permanéncia neste.

Teste de reconhecimento de objetos. O teste de reconhecimento de objetos teve
como objetivo avaliar a exploragdo de objetos e a memdéria de reconhecimento.® O
teste de reconhecimento de objeto utilizou uma caixa quadrada, de paredes altas,
feitas de madeira compensada branca. O soalho da caixa foi divido em 12
quadrantes iguais por linhas pretas e foi realizado segundo Antunes e Biala.® A caixa
foi limpa com alcool 10% apds cada teste. A sala de teste era iluminada com uma
luz vermelha de 15 W que fornecia 3 lux de iluminagao sobre o centro da caixa. O
teste foi dividido em trés sessbes, uma sessdo de habituagdo, seguida de uma
sessao de treinamento (5 minutos apds a sesséo de habituagéo) e uma sesséao teste
(24h apds a sessao de treinamento). Na sessao treino, os animais individualmente
foram expostos a dois objetos idénticos (em tamanho, forma e cor) definidos como
objetos familiares, F1 e F2 (brinquedos Lego® quadrados, Sdo Paulo, Brasil),
durante cinco minutos. Apdés 24 h, ocorreu a sessao de teste. Um animal foi
colocado no centro da caixa e expostos a dois objetos na mesma posi¢cado da sesséo
de treinamento; um dos objetos era o0 mesmo que um da sesséo de treino (objeto
familiar) e o segundo objeto era novo (objeto desconhecido) (brinquedo Lego®
redondo, Sao Paulo, Brasil). O tempo de exposigdo na sessao de teste foi de cinco
minutos. Considerou-se comportamento de exploragdo os animais terem tocado o
objeto com o nariz, as patas dianteiras, e ficarem em pé 2 cm ou mais perto dos
objetos. O tempo de exploragdo dos objetos foi medido manualmente usando um
cronbmetro digital e a seguinte formula foi usada para calcular o indice de

reconhecimento:®

Tempo de exploracdo do objeto ndo familiar — Tempo de exploracio no objeto familiar

Tempo objeto ndo familiar + Tempo objeto familiar
Onde, indice 1,0: reconhece o objeto novo; indice 0,0: explora os dois objetos;

e indice -1,0: ndo reconhece os objetos.

Analise dos produtos do estresse oxidativo. Apds a eutanasia, o encéfalo foi
retirado e um fragmento do lobo frontal foi congelado para analise dos produtos de
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estresse oxidativo. As dosagens de Malonaldeido (MDA) e Carbonilagdo foram
realizadas em homogenato (1:10 em PBS) de tecido tecido cerebral. Para a
quantificagcdo do MDA foram utilizados 250 yL de homogenato para 750 uL de acido
tricloroacético 10% para precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas
(3000 rpm; por 5 minutos; Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) e o
sobrenadante retirado. Foi adicionado ao sobrenadante acido tiobarbiturico (TBA)
0,67% na proporcéao (1:1) e as amostras foram aquecidas por 15 minutos a 100°C. O
MDA reagiu com o TBA na propor¢ao 1:2 MDA-TBA e apos resfriamento, foi
realizada a leitura a 535 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular
Devices®, Sunnyvale, CA, USA). A concentragdo de MDA foi obtida através do
coeficiente de extingdo molar (1,56x10° M ¢cm™) e das absorbancias das amostras
e o resultado final foi expresso em nmol/g de proteina.®> A carbonilagdo foi
quantificada em 100 yL de homogéneo para 100 uL 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
(10 mM em HCI 2 M). As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura
ambiente e, posteriormente, foi adicionado 50 uL de NaOH (6 M) e incubadas
novamente por 10 minutos em temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 450
nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA,
USA) e o resultado obtido da absorbéncia das amostras e do coeficiente de extingéo
molar (22000 M ¢cm™). O resultado final foi expresso em nmol/mg de proteinas.®?

Analise histopatoldgica. O restante do cérebro foi fixado em formol tamponado a
10% (Cinética Industria Quimica, Sdo Paulo, Brasil) durante 24 horas. Um fragmento
do lobo frontal, fixado em formol, foi submetido a processamento histolégico
habitual, com inclusdo em parafina (Dindmica Reagentes Analiticos, Sao Paulo,
Brasil). Cortes seriados de 5y foram obtidos por microtomo LEICA RM2265 (Leica
Biosystems Nussoch GmbH, Alemanha) e corados pelo método de hematoxilina-
eosina (HE) (Dolles, Sdo Paulo, Brasil). A analise histopatoldgica das laminas foi
cega, utilizando-se microscopio 6ptico comum (NIKON Labophot, Japao) e foram
avaliados os parametros, com seus respectivos escores: congestdo tecidual;
infiltrado inflamatorio e o tipo de célula inflamatoria presente (polimorfonuclear e/ou
mononuclear); necrose tecidual; necrose vascular; e gliose; e numero de neurdnios
apoptéticos contados em 10 campos de grande aumento (CGA), o que corresponde
a 1mm? de area.*® Uma imagem original corada por hematoxilina-eosina de cada

animal foi capturada no aumento de 200x pelo fotomicroscopio Leica (Leica
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Microssistems, Suiga). As medidas da espessura do cortex cerebral foram realizadas
em duas areas para cada animal, utilizando-se o software ImageJ®, do National
Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos, disponivel gratuitamente na internet
(http:/rsbweb.nih.govV/ij/).36

Analise imuno-histoquimica. Cortes adicionais do lobo frontal cerebral foram feitos
para realizagdo da imuno-histoquimica. De acordo com as caracteristicas de cada
antigeno, a recuperagao antigénica foi realizada por incubagcdo dos cortes em
tampao citrato (pH 6,0) na panela de pressdo (Electrolux Chef, AB Electrolux,
Curitiba, Parana, Brasil). Para o bloqueio da peroxidase endogena os cortes foram
submetidos a solugéo de perdxido de hidrogénio e metanol (metanol 3%) durante 15
minutos. Posteriormente, o bloqueio proteico foi realizado pela incubacdo em
solugdo bloqueadora com albumina soro bovino (BSA 3%) durante 1 hora em
temperatura ambiente, diluido em tampao TBS-T. Na etapa seguinte, as secgoes
foram submetidas a reagdo com os anticorpos primarios especificos BAX (P-19,
Santa Cruz sc-526, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, EUA) na diluicdo
1:100 e BCL-2 (N-19, Santa Cruz sc-492, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, EUA) na diluigdo 1:100 e incubadas em camera umida durante a noite a 4°C
em geladeira. Posteriormente, apds lavagem com tampao TBS-T, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario goat anti-rabbit HRP (Santa Cruz sc-2030,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, EUA), revelados com
diaminobenzidina (DAB) por 2 minutos, contra-corados com Hematoxilina de Harris
durante 4 minutos e avaliados no fotomicroscopio Zeiss Axiophoto (Zeiss, Munique,
Alemanha). Os cortes do cérebro de cinco animais de cada grupo experimental
foram avaliados através do precipitado acastanhado de DAB que indica a
imunorreatividade dos anticorpos.® Dez imagens originais coradas por imuno-

histoquimica de cada antigeno e de cada animal foram capturadas no aumento de
400x pelo fotomicroscopio Leica (Leica Microssistems, Sui¢a) e a intensidade da
imunorreatividade dos antigenos foi avaliada utilizando o software Image J (NIH,
EUA). Foi utilizada a ferramenta de analise de imagem “IHC profiler- cytoplasmic

stained image” e foi computada a porcentagem de area marcada.®

Analise estatistica. Para comparar as médias entre os grupos, foi utilizada a

Analise de Varidncia se os pressupostos de normalidade (teste de Kolmogorov-
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Smirnov) e homogeneidade das variancias (teste de Levene) foram atendidos. Caso
contrario, foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis ndo paramétrico para a comparagao
dos postos, seguido do teste de comparagbes multiplas de postos de Student-
Newman-Keuls. Para a variavel congestdo foi utilizado o teste da Razédo de
Verossimilhanga. Os dados foram processados com o SPSS v. 23. Todos os testes
utilizaram 5% de significancia (p <0,05).

Resultados

Peso dos animais e consumo de ragao. Nao houve diferenga entre os grupos para
0 consumo da ragao, assim como nao houve diferenga de ganho de peso (p> 0,05)
(Tabela 1).

Tabela 1. Média (xdesvio padrdo) do consumo de ragédo e ganho de peso de acordo

com O grupo experimental.

Ganho de
Grupos Consumo da ragao*
peso**

Cl 257,02 (£3,57) 86,27 (+46,21)
co 259,83 (£12,63) 103,19 (£21,19)
LCI 259,70 (+7,89) 92,85 (+20,18)
LCO 254,22 (+12,63) 90,84 (+11,10)
HCI 255,26 (£12,97) 103,48 (£38,96)
HCO 253,78 (1+9,30) 80,78 (£32,11)

Grupos: Cl: controle inalatério; CO: controle oral; LCI: baixa concentragao inalatério; LCO: baixa
concentracao oral; HCI: alta concentragao inalatério; HCO: alta concentracao oral. *: p= 0,156; **: p=
0,349 (one-way ANOVA).

Avaliagao comportamental
Teste de campo aberto. Ndo houve diferenga em relagdo ao numero de
cruzamentos totais nem ao numero cruzamentos na area central entre os grupos
avaliados (p>0,05) (Figuras 2A e 2B). Os animais do grupo CIl apresentaram menor
tempo de permanéncia na area central do que os animais dos grupos LCI, LCO, HCI
e HCO (p<0,05) (Figura 2C).
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Figura 2. Teste do campo aberto: A — Numero total de cruzamentos por grupo
experimental (n=60) (p=0,91) (teste de Kruskal-Wallis). B — Numero de cruzamentos
na area central por grupo experimental (n=60) (p=0,062) (teste de Kruskal-Wallis). C
— Tempo de permanéncia na area central [em segundos (s)] por grupo experimental

(n=60) (p=0,024) (teste de Kruskal-Wallis). Grupos: ClI: controle inalatério; CO: controle oral;

LCI: baixa concentracao inalatério; LCO: baixa concentragao oral; HCI: alta concentragao inalatério;
HCO: alta concentragdo oral. *: p <0,05.

Teste do labirinto em cruz elevado. Os animais do grupo LCO apresentaram maior
tempo de permanéncia nos bragos abertos do que os animais dos grupos CO e HCO
(p=0,036) (Figura 3A). Nao houve diferenga entre os grupos para os parametros
porcentagem de entradas nos bragos abertos (p=0,063) (Figura 3B) e para numero
de entradas nos bragos fechados (p=0,303) (Figura 3C).
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Figura 3. Labirinto em cruz elevado: A — Porcentagem de tempo de permanéncia
nos bragos abertos por grupo experimental (n=60) (p=0,036) (teste de Kruskal-
Walllis). B — Porcentagem de entradas nos bragos abertos por grupo experimental
(n=60) (p=0,063) (teste de Kruskal-Wallis). C — Numero de entradas nos bragos
fechados por grupo experimental (n=60) (p=0,303) (teste de Kruskal-Wallis). Grupos:

ClI: controle inalatério; CO: controle oral; LCI: baixa concentragdo inalatério; LCO: baixa concentragao

oral; HCI: alta concentracéo inalatério; HCO: alta concentragéo oral. *: p <0,05.

Teste de reconhecimento de objetos. Ndo foram observadas diferengas entre os
grupos experimentais para os seguintes parametros: tempo de exploragdo do objeto
novo (p=0,630) (Figura 4A) e para o indice de reconhecimento (p=0,473) (Figura
4B).
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Figura 4. Reconhecimento de objetos: A — Tempo de exploragéo do objeto novo por
grupo experimental [em segundo(s)] (n=60) (p=0,630) (teste de Kruskal-Wallis). B —
Escores do indice de reconhecimento por grupo experimental (n=60) (p=0,473)

(teste de Kruskal-Wallis). Grupos: CI: controle inalatério; CO: controle oral; LCI: baixa

concentracgao inalatério; LCO: baixa concentragao oral; HCI: alta concentracao inalatério; HCO: alta
concentragéo oral.
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Analise histopatolégica do cérebro. Os animais expostos a alta concentracédo de
GBH, independente da via de exposi¢cdo, apresentaram congestdo do parénquima
cerebral, sendo que congestdo moderada s6 ocorreu nos animais expostos a alta
concentragao por via oral (p<0,05) (Tabela 2, Figura 5). Nao foram observados
infiltrado inflamatério, necrose tecidual, necrose vascular, gliose e neurdnios

apoptoéticos em nenhum dos grupos experimentais.

Tabela 2. Incidéncia de congestao leve e moderada no parénquima cerebral

segundo o grupo experimental (n=60).

Congestao leve

Grupos Incidéncia Grupos Incidéncia
Cl 0/10 (0%)"? co 0/10 (0%)™?
LCI 0/10 (0%)*? LCO 0/10 (0%)"?
HCI 10/10 (100%)°° HCO 5/10 (50%)*°
Congestao moderada
Grupos Incidéncia Grupos Incidéncia
Cl 0/10 (0%)™? co 0/10 (0%)"?
LCI 0/10 (0%)" LCO 0/10 (0%)"
HCI 0/10 (0%)®° HCO 5/10 (50%)*°

Grupos: Cl: controle inalatério; CO: controle oral; LCI: baixa concentragao inalatério; LCO: baixa
concentracao oral; HCI: alta concentracao inalatério; HCO: alta concentragao oral. Letras mailsculas
comparam grupos na mesma linha. Letras minUdsculas comparam grupos ao mesmo tempo e na
mesma coluna. Letras diferentes significam p <0,05 (Likelihood ratio test), onde AZBea#b.
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Figura 5. Fotomicroscopia do cérebro. A — Parénquima cerebral sem alteragbes
(animal do grupo controle inalatério). B - Parénquima cerebral com vasos dilatados e
cheios de hemacias (setas) (animal do grupo exposi¢ao a alta concentragéo oral de
GBH). Hematoxilina-eosina — aumento de 100x. Barra de escala: 200um.

Medida da espessura do coértex. Os animais dos grupos LCI, LCO, HCI e HCO
apresentaram espessura do cortex maior que os animais do grupo Cl (p = 0,045)
(Figura 6).
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Figura 6. Espessura do cortex cerebral (em pixel) segundo o grupo experimental

(n=60). Grupos: CI: controle inalatério; CO: controle oral; LCI: baixa concentragéo inalatério; LCO:

baixa concentracéo oral; HCI: alta concentragéo inalatério; HCO: alta concentragao oral. *: p <0,05
(teste de Kruskal-Wallis).
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Analise imuno-histoquimica. A expressdo de BAX foi significantemente menor em
LCO em relagéo a LCI (p <0,05). A expressao de BCL-2 foi significantemente maior
nos grupos LCI, LCO, HClI e HCO comparado ao grupo CI (p <0,05). A relagao
BAX/BCL-2 foi significantemente maior em Cl comparada ao grupo CO e a todos os
grupos expostos ao GBH (Figura 7).
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Figura 7. Analise imuno-histoquimica: A — Imunomarcag&o com anticorpo anti-BAX
no parénquima cerebral dos animais segundo o grupo experimental (aumento de
400x). B — Imunomarcagao com anticorpo anti-BCL-2 no parénquima cerebral dos
animais segundo o grupo experimental (aumento de 400x). C — Porcentagem de
expressédo de BAX segundo o grupo experimental (média e erro padrao) (n=60). D —
Porcentagem de expressdo de BCL-2 segundo o grupo experimental (n=60) (média

e erro padrdo). E — Relagdo BAX/ BCL-2 (em %) segundo o grupo experimental
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(n=60) (média e erro padrao). Grupos: Cl: controle inalatério; CO: controle oral; LCI: baixa
concentracgao inalatério; LCO: baixa concentragao oral; HCI: alta concentragao inalatério; HCO: alta

concentracao oral. *: p <0,05 (one-way ANOVA).

Analise dos produtos do estresse oxidativo. N&do foram observadas diferencas
significativas nas concentragbes de MDA (p=0,062) (Figura 8A) nem de carbonilagéo

de proteinas (p=0,843) nos grupos avaliados (Figura 8B).
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Figura 8. Analise de produtos do estresse oxidativo: A — Dosagem de MDA (nmol/g

de proteinas) por grupo experimental (n=60) (p=0,902) (teste de Kruskal-Wallis). B —
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Dosagem de carbonilagdo (nmol/g de proteinas) por grupo experimental (n=60)
(p=0,843) (teste de Kruskal-Wallis). Grupos: Cl: controle inalatério; CO: controle oral; LCI:

baixa concentragio inalatério; LCO: baixa concentragéo oral; HCI: alta concentragao inalatério; HCO:

alta concentragéao oral.

Discussao

Neste estudo, observamos uma maior permanéncia dos animais expostos ao
GBH na area central ao teste de campo, menor tempo nos bragos abertos do
labirinto em cruz pelos animais expostos a alta concentracdo oral, congestao
tecidual somente nos animais expostos a alta concentragdo (oral e inalatéria) e
maior espessura do cortex cerebral e aumento da expressao da proteina BCL-2 nos
animais expostos ao GBH.

A exposigao a agrotéxicos pode ocorrer por via direta, durante a aplicagédo
destas substancias, o que leva a uma exposi¢ao a niveis mais altos, ou pode ocorrer
por via indireta, por meio de agua potavel, ar e alimentos contaminados, a qual
geralmente é a niveis mais baixos e de longa duracdo.? Com isso, varios paises
estabeleceram niveis de ingestdo diaria “aceitavel” (IDA) ou dose crbnica de
referéncia (cRfD) para exposi¢cdes a GBH, a qual é variavel entre Europa (IDA: 0,3
mg/kg/dia) e Estados Unidos (cRfD: 1,75 mg/kg/dia).?® Além disso, ja foram
realizadas avaliacbes de amostras de alimentos para determinar a concentragao
residual de glifosato neste. As maiores taxas de deteccdo de glifosato foram
encontradas em sementes de girassol, lentilhas secas, sementes de mostarda,
ervilha seca, linhaca e soja, e entre os cereais, no trigo, aveia e centeio, porém
dentro dos limites permitidos (2 mg/kg). Esta analise é importante para estimar néao
sO a exposigcao dietética humana, mas também para saude animal, para que possa
ser estimada a possivel contaminacgéo da carne de consumo.'* Devido ao risco de
contaminagao via alimentar por residuos de GBH, realizamos exposi¢ao oral dos
animais via pulverizacao com este herbicida da racao a ser consumida para avaliar
seu potencial de dano.

Embora, em geral, as exposi¢des (diretas ou indiretas) s&o a niveis inferiores
as doses de referéncia e a ingestao diaria aceitavel propostas pelas agéncias
reguladoras,34 a exposicao a pesticidas esta associada ha varios sintomas

inespecificos, muitos deles neurolégicos, tais como, dor de cabega, tontura, fadiga,



50

fraqueza, nausea, aperto no peito, dificuldade para respirar, insénia, confusédo e
dificuldade de concentragdo.?

Em 2015, Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (European Food
Safety Authority - EFSA) considerou que o glifosato ndo causava nenhum efeito
critico a saude em termos de vigilancia de saude ocupacional e ndo apresentava
nenhuma evidéncia convincente de carcinogenicidade, neurotoxicidade ou efeitos na
fertilidade e desenvolvimento em estudos epidemiolégicos.13 Porém, alguns estudos
feitos apds esta data tem mostrado efeito neurotdéxico do glifosato. Um dos
problemas € que estes estudos utilizaram doses altas de glifosato, ou foram estudos
in vitro, ou por vias ndo comuns a exposi¢cao humana, estudos do principio ativo
glifosato e ndo de GBH e grande parte deles avaliou apenas o impacto do glifosato
ao desenvolvimento cerebral e ndo ao cérebro adulto ja formado. Este é o diferencial
do nosso estudo que avaliou um GBH (comumente utilizado no Brasil), em
concentracdes utilizadas para pulverizagado de lavouras, por vias compativeis com a
exposi¢cao humana (inalatéria e por alimento contaminado) e em animais adultos.

Disfungdes motoras, disfuncdées no humor e na cognigdo sao sintomas
comuns e muito frequentes em doengas neurodegenerativas, por isso precisam ser
avaliados em estudos toxicoldgicos, inclusive para tentativa de elucidagédo das suas

6,41

possiveis causas. Neste estudo, utilizamos o teste de campo aberto para

avaliagdo da funcdo motora,®

o teste de labirinto em cruz elevado para funcao
emocional (ansiedade)39 e o teste de reconhecimento de objeto para fungao
cognitiva,19 pois a memoria de curto prazo e memdria episddica, sdo suscetiveis a
neurodegeneracdo."’

No teste de campo aberto, os animais expostos ao GBH nao apresentam
prejuizo locomotor, assim como n&o houve prejuizo de memoaria de reconhecimento
ao teste de reconhecimentos de objetos. Os animais do grupo controle inalatério
ficaram um menor tempo na area central no teste do campo aberto comparado aos
grupos expostos ao GBH. No teste do labirinto em cruz elevado, os animais do
grupo exposto a alta concentragdo oral e aqueles do grupo controle oral
permaneceram um menor tempo nos bracos abertos, quando comparados aos
expostos a baixa concentragao oral, demonstrando um maior grau de ansiedade. Em
um estudo em camundongos, houve diminuigdo da atividade locomotora, aumento
de tigmotaxia, comportamento ansiogénico e prejuizo significativo da memoria de

reconhecimento dos animais expostos por via intranasal a um GBH.* O estudo de
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Bali et al,’> com exposicdo de camundongos jovens a altas doses de GBH na agua
de beber por 6 e doze semanas, mostrou deficiéncias de memodria de
reconhecimento e retencdo nos expostos. As alteragdes encontradas nos dois
estudos provavelmente diferem do nosso, devido as concentracdes utilizadas, mais
altas nos dois anteriores do que aquelas utilizadas em nosso estudo ou devido a
idade dos animais (mais jovens do que em nosso estudo).

No estudo de Tizhe et al,®®

observou-se que os ratos expostos por gavagem a
alta dosagem de GBH mostraram degeneragdo das células neuronais, porém os
expostos a baixa concentracdo ndo apresentaram lesao a microscopia optica. Em
nosso estudo, a unica alteragao histopatologica foi presenga de congestdo em todos
0s animais expostos a alta concentracdo de GBH. Mais uma vez as concentracoes
utilizadas em nosso estudo podem ter influenciado no ndo aparecimento de lesdes
cerebrais. O fato de 50% dos animais expostos a alta concentragdo oral ter
apresentado congestdo de grau moderado, embora sem associagdo com edema
cerebral, pode ser um fator que impactou no maior grau de ansiedade destes ao
teste comportamental do labirinto em cruz elevado.

Em relagdo a espessura do cértex, os animais dos grupos expostos ao GBH
(independente da concentragéo ou via de exposigao) apresentaram espessura maior
0 que os animais do grupo controle inalatério. Dado este que corrobora com a
auséncia de necrose individual de neurbnios nos animais expostos e com os
resultados da imuno-histoquimica, onde a proteina pré-apoptotica BAX nao diferiu
entre 0s grupos expostos e ndo expostos ao GBH; e a proteina anti-apoptotica BCL-
2 estava aumentada nos grupos expostos ao GBH em relagdo a controle inalatério.
Em estudo anterior do nosso grupo com exposig¢ao similar de ratos ao herbicida 2,4-
acido diclorofenoxiacético (2,4-D), em concentragbes simulando a exposigéao
ambiental humana, observamos dano cerebral associado a aumento da expressao
da proteina BAX e diminuicdo da express&o da proteina BCL-2.*® Nosso grupo € o
primeiro a avaliar as vias apoptéticas na génese da lesdo cerebral a um GBH. O
aumento da proteina BCL-2 nos animais expostos ao GBH pode representar um
estimulo compensatorio a um possivel dano cerebral.

O dano oxidativo em biomoléculas tem sido associado a diversas patologias,
principalmente as degenerativas e associadas ao envelhecimento.'® Os efeitos
toxicos de muitos xenobidticos também tém sido associados a produgao de radicais

livres. O estresse oxidativo tem sido associado a neurotoxicidade induzida por varios
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agrotoxicos.?! Embora estudos in vitro® e in vivo®* tenham mostrado dano oxidativo
associado a exposicdo a GBHs, em nosso estudo as dosagens de MDA e de
carbonilagao de proteinas nao foram alteradas. Mais uma vez, as diferengas entre o
nosso estudo e os outros foram nossas concentragdes que sao inferiores a dos
outros estudos e a avaliacdo de cérebros adultos e ndo em desenvolvimento® ou de
animais jovens,*® os quais sd0 mais susceptiveis a neurotoxicidade, ou em cultura
celular,? onde a agdo do agente tdxico é direta sobre a célula.

A avaliacao constante dos diferentes GBHs com exposi¢cao experimental
baseada em concentracbes e vias similares a da exposicdo humana poderao
esclarecer melhor se ha potencial neurotoxico associado ao uso destes herbicidas.

Baseado em nossos dados, sob as condi¢cdes de exposicao estudadas e nas
concentracdes avaliadas, podemos concluir que o GBH avaliado nado apresenta
efeito neurotéxico. Assim, parece que o uso dos GBHs, restrito as concentragdes
indicadas na bula do produto, ndo causa neurotoxicidade.

Agradecimentos

Este estudo foi financiado por fundos de pesquisa da Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE). G. D. Binotti foi bolsista do Programa de Bolsas de Iniciagao
Cientifica do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (PIBIC
/ CNPq). K. P. Bruneri foi bolsista do Programa de Bolsas de Iniciagdo Cientifica da
UNOESTE (PROBIC / UNOESTE). Os autores agradecem aos técnicos do
Laboratdério de Anatomia Patoldgica e Citopatologia da UNOESTE, Carlos Alexandre
Santana de Oliveira, Mariana Fonseca Motta Borges e Talita Rizo Pereira, pelo
processamento histologico dos espécimes.

Referéncias

1. Ait-Bali Y, Ba-M'hamed S, Gambarotta G, Sassoé-Pognetto M, Giustetto
M, Bennis M. 2020. Pre- and postnatal exposure to glyphosate-based
herbicide causes behavioral and cognitive impairments in adult mice: evidence
of cortical ad hippocampal dysfunction. Arch Toxicol 94:1703-1723.
https://doi.org/10.1007/s00204-020-02677-7.



10.

11.

53

Alavanja MC, Hoppin JA, Kamel F. 2004. Health effects of chronic pesticide
exposure: cancer and neurotoxicity. Annu Rev Public Health 25:155-97.
https://doi.org/10.1146/annurev.publhealth.25.101802.123020.

Antunes M, Biala G. 2012. The novel object recognition memory:
neurobiology, test procedure, and its modifications. Cogn Process 13:93-110.
https://doi.org/10.1007/s10339-011-0430-z.

Baier CJ, Gallegos CE, Raisman-Vozari R, Minetti A. 2017. Behavioral
impairments following repeated intranasal glyphosate-based herbicide
administration in mice. Neurotoxicol Teratol 64:63-72.
https://doi.org/10.1016/j.ntt.2017.10.004.

Bali YA, Kaikai NE, Ba-M'hamed S, Bennis M. 2019. Learning and memory
impairments associated to acetylcholinesterase inhibition and oxidative stress
following glyphosate based-herbicide exposure in mice. Toxicology 415:18-25.
https://doi.org/10.1016/j.tox.2019.01.010.

Baquero M, Martin N. 2015. Depressive symptoms in neurodegenerative
diseases. World J Clin Cases 3:682-693.
https://doi.org/10.12998/wjcc.v3.i8.682.

Barbosa ER, Leiros da Costa MD, Bacheschi LA, Scaff M, Leite CC. 2001.
Parkinsonism after glycine-derivate exposure. Mov Disord 16:565-568.
https://doi.org/10.1002/mds.1105.

Benbrook CM. 2016. Trends in glyphosate herbicide use in the United States
and globally. Environ Sci Eur 8:3. https://doi.org/10.1186/s12302-016-0070-0.
Cattani D, de Liz Oliveira Cavalli VL, Heinz Rieg CE, Domingues JT, Dal-
Cim T, Tasca Cl, Mena Barreto Silva FR, Zamoner A. 2014. Mechanisms
underlying the neurotoxicity induced by glyphosate-based herbicide in
immature rat hippocampus: involvement of glutamate excitotoxicity. Toxicology
320:34-45. https://doi.org/10.1016/j.tox.2014.03.001.

Chondrogianni N, Petropoulos I, Grimm S, Georgila K, Catalgol B, Friguet
B, Grune T, Gonos ES. 2014. Protein damage, repair and proteolysis. Mol
Aspects Med 35:1-71. https://doi.org/10.1016/j.mam.2012.09.001.

Conrad A, Schroter-Kermani C, Hoppe HW, Ruther M, Pieper S, Kolossa-
Gehring M. 2017. Glyphosate in German adults - Time trend (2001 to 2015) of



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

54

human exposure to a widely used herbicide. Int J Hyg Environ Health 220:8-
16. https://doi.org/10.1016/j.ijjheh.2016.09.016.

Dill GM, Sammons RD, Feng PCC, Kohn F, Kretzmer K, Mehrsheikh A,
Bleeke M, Honegger JL, Farmer D, Wright D, Haupfear EA. 2010.
Glyphosate: discovery, development, applications, and properties. Chapter 1.
In: Nandula VK (ed) Glyphosate resistance in crops and weeds: history,
development, and management. Wiley, New York, pp 1-33. ISBN978-
0470410318

EFSA (European Food Safety Authority). 2015. Conclusion on the peer
review of the pesticide risk assessment of the active substance glyphosate.
EFSA Journal 13:4302. 107 pp. https://doi.org/10.2903/j.efsa.2015.4302
EFSA (European Food Safety Authority). 2016. The 2014 European Union
report on pesticide residues in food. EFSA Journal 14:4611. 139 pp.
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2016.4611

Henderson AM, Gervais JA, Luukinen B, Buhl K, Stone D.
2010. Glyphosate General Fact Sheet. National Pesticide Information Center.
Oregon State University Extension Services.
http://npic.orst.edu/factsheets/glyphogen.html.

Kilkenny C, Browne WJ, Cuthill IC, Emerson M, Altman DG. 2010.
Improving bioscience research reporting: the ARRIVE guidelines for reporting
animal research. PLoS Biology 8:1-5.
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1000412

Kirova AM, Bays RB, Lagalwar S. 2015. Working memory and executive
function decline across normal aging, mild cognitive impairment, and
Alzheimer's disease. Biomed Res Int 2015:748212.
https://doi.org/10.1155/2015/748212.

Landrigan PJ, Belpoggi F. 2018. The need for independent research on the
health effects of glyphosate-based herbicides. Environ Health 17:51.
https://doi.org/10.1186/s12940-018-0392-z.

Leger M, Quiedeville A, Bouet V, Haelewyn B, Boulouard M, Schumann-
Bard P, Freret T. 2013. Object recognition test in mice. Nat Protoc 8:2531-
2537. https://doi.org/10.1038/nprot.2013.155.

Mack JM, Moura TM, Lanznaster D, Bobinsk F, Massari CM, Sampaio TB,
Schmitz AE, Souza LF, Walz R, Tasca CI, Poli A, Doty RL, Dafre AL,


http://npic.orst.edu/factsheets/glyphogen.html
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1000412
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1000412

21.

22.

23.

24.

25.

206.

27.

55

Prediger RD. 2018. Intranasal administration of sodium
dimethyldithiocarbamate induces motor deficits and dopaminergic dysfunction
in mice. NeuroToxicol 66: 107-120.
https://doi.org/10.1016/j.neuro.2018.03.011

Mansour SA, Mossa A-TH. 2010. Oxidative damage, biochemical and
histopathological alterations in rats exposed to chlorpyrifos and the antioxidant
role of zinc. Pestic Biochem Physiol 96:14-23.
https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2009.08.008.

Martinez MA, Rodriguez JL, Lopez-Torres B, Martinez M, Martinez-
Larrahaga MR, Maximiliano JE, Anadén A, Ares |. 2020. Use of human
neuroblastoma SH-SY5Y cells to evaluate glyphosate-induced effects on
oxidative stress, neuronal development and cell death signaling pathways.
Environ Int 135:105414. https://doi.org/10.1016/j.envint.2019.105414.

Mello F A, Quinallia G, Marion AC, Jorge FC, Marinelli LM, Salge AKM,
Fagiani M AB, Mareco EA, Favareto APA, Rossi-Silva RC. 2018.
Evaluation of the nasal cavity mice submitted to the inhalation exposure to the
herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid. Medicina (Ribeirdo Preto, Online.)
51: 247-253. http://dx.doi.org/10.11606/issn.2176-7262.v51i4p00-00

Mesnage R, Benbrook C, Antoniou MN. 2019. Insight into the confusion
over surfactant co-formulants in glyphosate-based herbicides. Food Chem
Toxicol. Jun 128:137-145. https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.03.053.

Myers JP, Antoniou MN, Blumberg B, Carroll L, Colborn T, Everett LG,
Hansen M, Landrigan PJ, Lanphear BP, Mesnhage R, Vandenberg LN,
Vom Saal FS, Welshons WV, Benbrook CM. 2016. Concerns over use of
glyphosate-based herbicides and risks associated with exposures: a
consensus statement. Environ Health 15:19. https://doi.org/10.1186/s12940-
016-0117-0.

Nagy K, Tessema RA, Budnik LT, Adam B. 2019. Comparative cyto- and
genotoxicity assessment of glyphosate and glyphosate-based herbicides in
human peripheral white blood cells. Environ Res 179:108851.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2019.108851.

Paiva FP, Mafilli VV, Santos ACS. 2005. Curso de Manipulagdo de Animais

de Laboratério. Fundagdo Osvaldo Cruz. Centro de Pesquisas Gongalo


https://doi.org/10.1016/j.neuro.2018.03.011
http://dx.doi.org/10.11606/issn.2176-7262.v51i4p00-00

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

56

Muniz. Available at:
http://www.bioteriocentral.ufc.br/arquivos/apostilha_manipulacao.pdf.
Accessed 22 Ago, 2015.

Pandolfo P, Pamplona FA, Prediger RDS, Takahashi RN. 2007. Increased
sensitivity of adolescent spontaneously hypertensive rats, an animal model of
attention deficit hyperactivity disorder, to the locomotor stimulation induced by
the cannabinoid receptor agonist WIN 55, 212-2. Eur J Pharmacol 563:
141-148. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2007.02.013
Parizi JLS, Odorizzi GASM, Sato GMRH, Patrao IB, Nai GA. 2020. Oral
mucosa changes associated with chronic oral and inhalation exposure to 2,4-
dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D) in Wistar rats. Toxicol Res 9: 746-757.
http://dx.doi.org/10.1093/toxres/tfaa085.

Pellow S, Chopin P, File SE, Briley M. 1985. Validation of open: closed arm
entries in an elevated plus-maze as a measure of anxiety in the rat. J Neurosci
Methods 14: 149-167. https://doi.org/10.1016/0165-0270(85)90031-7

Prediger RD, Fernandes MS, Rial D, Wopereis S, Pereira VS, Bosse TS,
Da Silva CB, Carradore RS, Machado MS, Cechinel-Filho V, Costa-
Campos L. 2008. Effects of acute administration of the hydroalcoholic extract
of mate tea leaves (llex paraguariensis) in animal models of learning and
memory. J Ethnopharmacol 120: 465-473.
https://doi.org/10.1016/j.jep.2008.09.018
Samarghandian S, Farkhondeh T, Samini F, Borji A. 2016. Protective
effects of carvacrol against oxidative stress induced by chronic stress in rat’s
brain, liver, and  kidney. Biochem Res Int 2016:2645237.
https://doi.org/10.1155/2016/2645237.

Seibenhener ML, Wooten MC. 2015. Use of the Open Field Maze to measure
locomotor and anxiety-like behavior in mice. J Vis Exp 96:€52434.
https://doi.org/10.3791/52434.

Solomon KR. 2016. Glyphosate in the general population and in applicators:
a critical review of studies on exposures. Crit Rev Toxicol 46:21-27.
https://doi.org/10.1080/10408444.2016.1214678.

35.Tizhe EV, Ibrahim ND, Fatihu MY, Onyebuchi Il, George BD, Ambali SF,

Shallangwa JM. 2014. Influence of zinc supplementation on histopathological

changes in the stomach, liver, kidney, brain, pancreas and spleen during


http://dx.doi.org/10.1093/toxres/tfaa085
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fernandes+MS&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rial+D&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wopereis+S&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pereira+VS&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bosse+TS&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Da+Silva+CB&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Da+Silva+CB&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Carradore+RS&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Machado+MS&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cechinel-Filho+V&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Costa-Campos+L&cauthor_id=18948179
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Costa-Campos+L&cauthor_id=18948179
https://doi.org/10.1016/j.jep.2008.09.018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26904286

36.

57

subchronic exposure of Wistar rats to glyphosate. Comp Clin Path 23:1535-
1543. https://doi.org/10.1007/s00580-013-1818-1.

Ueda RMR, Souza VM, Magalhaes LR., Chagas PHN, Veras ASC, Teixeira
GR, Nai GA. 2021. Neurotoxicity associated with chronic exposure to
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) — a simulation of environmental exposure
in adult rats. J Environ Sci Health Part B 8: 695-
705. https://doi.org/10.1080/03601234.2021.1939622

37.Van Bruggen AHC, He MM, Shin K, Mai V, Jeong KC, Finckh MR, Morris

JG Jr. 2018. Environmental and health effects of the herbicide glyphosate. Sci
Total Environ 616-617:255-268.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.10.309.

38.Varghese F, Bukhari AB, Malhotra R, De A. 2014. IHC Profiler: An Open

Source Plugin for the Quantitative Evaluation and Automated Scoring of
Immunohistochemistry Images of Human Tissue Samples. PLoS ONE 9:
€96801. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0096801

39.Walf AA, Frye CA. 2007. The use of the elevated plus maze as an assay of

anxiety-related behavior in rodents. Nat  Protoc  2:322-328.
https://doi.org/10.1038/nprot.2007.44.

40.Wang G, Fan XN, Tan YY, Cheng Q, Chen SD. 2011. Parkinsonism after

chronic occupational exposure to glyphosate. Parkinsonism Relat Disord
17:486-487. https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2011.02.003.

41.You R, Liu Y, Chang RC. 2019. A behavioral test battery for the repeated

assessment of motor skills, mood, and cognition in mice. J Vis Exp 145:
e58973. https://doi.org/10.3791/58973.


https://doi.org/10.1080/03601234.2021.1939622

58

ANEXO A - APROVAGAO DO TRABALHO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE DO OESTE PAULISTA (UNOESTE)

DEAES 000 Car¥iendia

UNOESTE - Universidade do Oeste Paulista

FROWEEITORIA OFE FES{UISA F Pﬁﬁ-ﬁﬂ.&tﬂ]lﬂm

PG - Fragrema de Posgaba de PlaCradesclia
PEK - Pregrams Expscial de Inkisda Clmifio

Parecer Final

Chec i pars o8 darvidas Bun ges o Projen de Pesgele rfadads "AVALLACRS Ty, N1 RETONT I THE TRk IITREI Nk 1 IPOSATD
MEDIANTE EXFOSHCED CRONTEL TNALATAALL. E MEAL", cedimrie. ny Coondaudor. 46 Pasyaim, Dusarvedvirsersa & avegla (CFTI
aobi a e 0" SRS 8 de oo participaerial v IS AT SEA N S0 T BT RO NIk RO il aria fy, (G MV NA. DU RTE MINOTTE
(ferenaly, VIRTNA MIRANDA T SIOTA [Escenad], CAMILL BENATA OORREA [parddpenss sniamey, GRIOVANAL RUSPATTO
TELNFIRA dparddpasis agbered, FIMATA CALCIOLAR] BOSST (oot BOSE MEMRE BICATO UEMd ddemnid, GISELT
ALDEGIEETTT Mil joriesister mapanivall, 5§ alads o AR OO BECOMESTACAD pals COAITE ASSERR0A DI PESOUTSA
TEETITUCDONA L (C AT @ COMBSSAD T ETHCA US0 T ANTALDS (CEDA) & Universdets &y Do Padios - LRESTT 22 Fraddanis
Pridera .

T Frojes & Paspeis, e aevedva & predills, masrescls s oolliraclo & esimal parsercanss as fle Thordes, md ke Sarmmboss (o o
bl pck Tira e pamcpal s ©imord Mok, Sl £0 -6 8 dcords oo o precssiera o, Dl o™ 11794, da & odae Thuadre da 2004, 4o Deawe o™ S 050 e 12
e el de Z0F & oon i recdmass el ioacdes paby Coresl Wackoral de Creevda de Expariraersch Anmel (O0SCEA]L mads pide AFE CiO&0
RRCOMTNTAC A e men e raul bady o 35T2XIE

SLATI RS A L. A R2 AT I TO T
Prideradsi] Mt k. par v e &rmunonsds (el TAdukgdie Drtalbeld domisd ibs Furd e
a0k 1B LOFSTE STl Nizeiria ds Pgarmamock dsmd Campu S

Feaslderss Prodes, 1 Sa Wake 4 00T

ot it

i S

el b S ok dn Heks
Lsarrisdy s du el 8 |20 @S 1K

s B LR et fosedsa e pas Tt T et e P an 5534 s 9 0a00T



59

ANEXO B- NORMAS DE PUBLICAGAO DA REVISTA CIENTIFICA
COMPARATIVE MEDICINE

o
Comparative Medicine (CM)

Comparative Medicine (CM), an international journal of comparative and experimental
medicine, is the leading English-language publication in the field and is ranked by the
Science Citation Index in the upper third of all scientific journals. The mission of CM is to
disseminate high-quality, peer-reviewed information that expands biomedical knowledge and
promotes human and animal health through the study of laboratory animal disease, animal
models of disease, and basic biologic mechanisms related to disease in people and animals.
The journal is published six times a year: February, April, June, August, October, and
December. A winner of three national awards, Comparative Medicine is indexed in Index
Medicus. Dr. Linda Toth is the editor in chief over CM and JAALAS; Dr. Ravi Tolwani of The
Rockefeller University is the associate editor for CM. The production office for the journal is
located at the AALAS national office in Memphis, TN. For more information about the
journal, contact us.

The American Association for Laboratory Animal Science (AALAS) currently publishes two
journals containing data-driven, peer-reviewed articles.

The types of articles accepted are Case Studies, Research Reports, Overviews, and
Letters to the Editor.

The editorial style of AALAS journals is based on that described in Scientific Style and
Format: The CSE Manual for Authors, Editors, and Publishers (seventh edition). Consult
previous issues of the relevant journal for information not addressed in Scientific Style and
Format or the following material.

Manuscript Preparation

Authors are encouraged to consult the ARRIVE guidelines in preparing their manuscript for
review.

Access this template for an example manuscript.

Authorship

According to the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) four criteria
must be met to be designated as an author. These are:

. Substantial contributions to the conception or design of the work; or the acquisition,
analysis, or interpretation of data for the work; and

Drafting the work or revising it critically for important intellectual content; and

Final approval of the version to be published; and

Agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions
related to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated
and resolved.


mailto:%20journals@aalas.org
https://www.aalas.org/media/3d9ce6ba-9d2f-4814-bbb3-7aa36f435ca5/oVNdsA/COMM/Journals%20IFA/journal-article-types.doc
https://www.aalas.org/media/3d9ce6ba-9d2f-4814-bbb3-7aa36f435ca5/oVNdsA/COMM/Journals%20IFA/journal-article-types.doc
https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
https://www.aalas.org/media/b827eb21-bc92-493a-9e6f-b718fd360b79/-vzVpg/COMM/Journals%20IFA/manuscript_template.docx

60

Additionally, all authors should be able to identify which co-authors are responsible for other
portions of the work. If the contributor is unable to meet all four criteria, they should be
recognized (with their permission) in the acknowledgment section.

For additional information regarding the roles of authors and contributors, please

visit www.icmje.org.

Title page

Manuscript should be single spaced, with no page or line numbers On the first page of the
manuscript, include the:

. Full Title—a concise informative description of the presented work including the
common name of the animals used (add genus and species in parentheses for
nonhuman primates and species whose common name may be unfamiliar to readers)

. The title should succinctly describe the study that was done or, for overviews,
the topic that was reviewed. To be consistent with journal style, titles must adhere to
the following guidelines:

1. cannot include a subtitle (that is, a phrase followed by a colon and
another phrase)
2. cannot include abbreviations or define abbreviations
3. cannot be a question
4. cannot state the results or conclusions
. List of authors—the first name, middle initial (or first initial and middle name), and last
name of each author
. Institutional affiliation of each author—the Department (or Program), Institution (or

Company), City, State (or province), and Country (if not USA) at which the described
work was done

o Use superscripted Arabic numerals to indicate respective institutions
. Spell out all locations in full

. Corresponding author—the person who readers can contact regarding information or
reagents

. Indicate with * in the list of authors and provide that author’'s email address

. Running title—a descriptive phrase of no more than 72 characters (including spaces)
to be used as a running head on each printed page

. Abbreviations and acronyms—a list of all nonstandard acronyms and abbreviations
used throughout the manuscript and their definitions
. Standard Abbreviations ] file need not be included on the title page
o Do not abbreviate terms used fewer than five times in a manuscript

Abstract

Provide a single paragraph (no subheadings) of 300 words or fewer that sequentially
summarizes the background, rationale, methods, results, and conclusions of the work.

Body

Use coded or nonproprietary language throughout the manuscript. Cite the proprietary,
brand, or vendor name associated with an assay, instrument, machine, service, or compound
only in Materials and Methods.

Please do not include website links within the body of the manuscript. Online resources
should be cited and added to the reference section. For specific details, refer to previous
issues of JAALAS or CM for examples of citation formats.

Define all nonstandard abbreviations and acronyms at first use. Limit the number of novel
abbreviations used. Refer to the list of Standard Abbreviations for abbreviations that can be
used without definition.


http://www.icmje.org/
https://www.aalas.org/media/1cbacc17-9764-4806-8aca-7c894f1bae20/2HjvQQ/COMM/Journals%20IFA/list-of-standard-abbreviations.doc

61

The length of and subsections comprising the body of the manuscript will vary depending on
the type of article submitted. The manuscript may include some or all of the following
sections:

Introduction
Provide the rationale and supporting background for the presented work and its importance
and relevance.

Extensive reviews of the existing literature are inappropriate for research reports and case
studies/reports.

Materials and Methods

Describe the animals, husbandry, tests, equipment, procedures, reagents, and services used
in sufficient detail to permit replication of the work, with citation of published references as
consistent with brevity and clarity.

. Clearly define use of the term ‘specific pathogen-free’ by including specific criteria (for
example, tests, organisms surveilled, housing, husbandry conditions) or citing
publications providing that information

. Include statistical methods where relevant and attribute (name of software program
used and name and location of vendor) or reference them appropriately. In addition,
provide the P value used to define statistical significance

Case studies involve multiple occurrences affecting 1 or more animals, with a follow-up

investigation and characterization. The body of a case study contains the following sections:

a brief introduction, a description of the case under the heading case report, materials and

methods, results, and discussion. Methods and results sections should relate to the follow-up

work (that is, the study that was conducted).

Include a statement regarding Institutional Animal Care and Use Committee approval (or
equivalent) for procedures and protocols involving animals.

Provide assurances regarding humane care and use of animals #], citing AALAS Position
Statements and national standards as appropriate to the country in which the work was
performed.

For research involving human subjects, identify the committee that approved the experiments
and include a statement that informed consent was obtained from all subjects, that measures
are in place to protect the identity of all subjects, and that no coercion was used to solicit
subjects.

Provide the vendor’s name and location for any sole-source item or service.

Insert callouts (in parentheses) for all Figures and Tables, which are numbered in order of
their mention in the text.

Follow correct nomenclature ®1 for laboratory animals, genes, genetic markers, alleles,
mutations, and microbes.

Wherever possible, use International System of Units base and derived units for numerical
data.

Results
Use headings as needed to guide readers.

Accompany statements of differences between groups with appropriate statistics.


https://www.aalas.org/media/213a759e-d729-4c13-8cc2-fa31332a79ce/DoqULg/COMM/Journals%20IFA/guidelines-and-policies-governing-care-and-use-of-animals-in-research.doc
https://www.aalas.org/media/565f2317-5493-430a-a89d-9addc83c986d/i3CDLg/COMM/Journals%20IFA/online-resources-for-nomenclature.doc

62

Summarize selected data from Figures and Tables in the Results section; do not merely
repeat all information presented in graphics.

Save interpretation of data for the Discussion section.

Discussion
Begin the Discussion with a brief summary of the key findings.

Limit discussion of study findings to those that have been presented in the Results.
Address any limitations of the study and directions for potential future research.

Acknowledgments

Recognize (with their permission) people and institutions whose contributions of funding,
technical assistance, reagents, data collection and analysis, and other services do not meet
the criteria for authorship.

References

Provide complete and accurate bibliographic information for all cited materials. Only
information that is published or is already accepted for publication (that is, “in press”) can be
used as references. We will not accept citations of unpublished information or materials (for
example, personal communications, unpublished data, manuscripts still undergoing review)
in a reference list or parenthetically in the text.

Journals published by AALAS follow a modified version of the citation style found in Scientific
Style and Format. Refer to previous issues of JAALAS or CM or the Example References
Word file ®] for specific types of referenced material.

Organize references numerically in strict ("letter-by-letter") alphabetical order. List references
by the same author(s) chronologically.

Journal style template files are available for EndNote.

. EndNote template file: download from the EndNote website (enter Comparative
Medicine in the box titled Publication Name and click on Find Style)

Figure Legends

Provide complete, concise descriptions of all figures in order of their mention in the text.

Define additional abbreviations or acronyms.

Indicate the original magnification of images by citing the magnification factor in the legend or
by using scale bars within images themselves.

Use of previously published material (in whole or part) must be cited in the legend and
accompanied by a signed Permission for Use form 1.

Appropriate manipulation of digital images ™1 must be made explicit in the accompanying
legend.

Supplementary Materials

All articles published in the AALAS journals must be self-contained and presented in a
manner adequate for comprehensive review. Every effort should be made to avoid the use of
supplementary material and to incorporate all relevant material into the main text.

Article-relevant material that is valuable to the manuscript but difficult or impossible to include
in the typeset manuscript can be made available online as Supplemental Materials.

. Candidates for inclusion in Supplemental Material are videos or other multimedia
objects and large data sets or tables.


https://www.aalas.org/media/351b6117-49e1-4146-ac9d-7a34b4143dae/GYvtLg/COMM/Journals%20IFA/example-references-section.doc
https://www.aalas.org/media/351b6117-49e1-4146-ac9d-7a34b4143dae/GYvtLg/COMM/Journals%20IFA/example-references-section.doc
http://endnote.com/downloads/styles
https://www.aalas.org/media/459a1a67-540b-4518-bc43-66bcdad4c613/nN7-Lg/COMM/Journals%20IFA/permission-for-use-request.doc
https://www.aalas.org/media/2cf07a6a-4a9c-4cef-b6fb-e4fcbc065bdd/HjmZLg/COMM/Journals%20IFA/image-acquisition-and-manipulation.doc

63

. Supplemental materials may not include text or information that is essential to either
completeness of the article or the validity of the conclusions.
. Supplementary material is subject to the same editorial standards and peer-review

procedures as the print publication
Supplemental material must be submitted concurrently with the article itself.

. The article cover letter should present a justification for the inclusion of
supplementary material.

. All supplementary material must be appropriately called out from the main text (for
example, Figure S1).

. References cited only in supplementary material should be incorporated into the main

reference section with the designation “supplementary” at the end of the entry.
Tables
Tables must be generated by using the Table function of Microsoft Word. Tables generated
by using other programs (for example, Microsoft Excel) will be returned to the authors for
reformatting, potentially delaying publication of the article. Please see example 1.
Number tables in order of their mention in the text and provide a brief title describing the
information presented. Footnotes to tables are indicated by using superscript lowercase
letters.

Tables are used to present numerical data and are not wholly narrative. According to AALAS
journal style, narrative information in a tabular format 1 (for example, descriptions of
scoring systems, experimental protocols) is submitted as a figure.

Figure Preparation

Figures are submitted electronically, separately from the manuscript. Do not embed any
images within the manuscript file. Also, all submitted micrographs must be in color; black and
white micrographs will not be accepted for publication.

File formats accepted are TIFF (preferred), EPS, high-resolution JPG, and high-quality PDF
(no image compression). PowerPoint slides, Excel graphs, and images embedded in Word
are not acceptable.

Minimal resolution: 600 dpi for line art (for example, graphs in black and white); 300 dpi for
color (save as CMYK; not RGB or indexed) or grayscale images (save black and white
images as grayscale); 1200 dpi for scanned line art (save as TIFF). Photos taken with a
digital camera must have a resolution of at least 4 megapixels.

Create figures with a width of 93.47 mm (single column) or 177.8 mm (double column); do
not enlarge created figure to meet these dimensions.

Designate panels of figures by using uppercase letters (no periods) in the upper left corner of
the image; keep size of lettering and other labels (at least 3 mm in height as submitted)
consistent between panels of a figure and between figures. Embed fonts within digital
images.

Indicate the magnification factor of an image by including an appropriate size bar in its lower
right corner.

Minimize the use of color in charts, graphs, and drawings to that necessary for clarity of
communication and ease of understanding. Use solid fill or percentage screens (not pattern
or textured fills) and a minimum line weight of 0.5 pt throughout.

Below are items to consider when generating figures for publication purposes:


https://www.aalas.org/media/4ac108b4-2609-48fe-a826-24f437ce9727/OGPuLg/COMM/Journals%20IFA/example-table.doc
https://www.aalas.org/media/0e2091c9-0d3b-44ca-a476-82cb0ea8a7f4/CRTrLg/COMM/Journals%20IFA/example-narrative-material-cast-as-figure.doc

64

. 2 column figures need to be created with a width of 177.8 mm and a minimum
resolution of 300 DPI. Single column figures need to be created with a width of 93.47 mm
and a minimum resolution of 300 DPI.

. Photos taken with a digital camera must have a resolution of at least 4 megapixels.

. Export files from PowerPoint as a PDF only.

. Export files from SigmaPlot as a PDF only.

. Export files from GraphPad Prism as PDF only.

. Export files from Excel as PDF only.

. Save figures created in Word as PDFs.

. Figures need to be originally sized with the correct resolution. Figures cannot be
resized or resolution increased after they have been created. This causes
pixilation/resampling which will result in lower quality image.

. Do not paste images into Word/PowerPoint/Excel. Send the original source file.

. Word files are not acceptable formats for figures. Please provide the figures as
individual files (Figure 1, Figure 2) in TIFF, JPEG, or PDF format.

. Remove background lines and titles from all graphs/

Additional information regarding generating and formatting figures is available by
emailing Brenda Johnson.

Manuscript Review and Status

The Editor-in-Chief reviews all submissions and makes an initial determination regarding
suitability for publication. If an Associate Editor transfers a submitted manuscript from CM to
JAALAS (or vice versa), the contact author will be notified by email and may opt to withdraw
the manuscript from consideration.

Before being sent for peer review, newly submitted manuscripts are screened to ensure that
the text, figures (charts, graphs, images), and tables comply with the criteria described in the
Information for Authors.

All manuscripts undergo thorough peer review (including digital assessment for plagiarism
prior to acceptance), typically by three reviewers with relevant experience. Selection of the
panel of reviewers ultimately is the prerogative of the Associate Editor.

AALAS gives timely review the highest priority. Once all reviewers for a manuscript have
been assigned, authors can check the status of their submission through Manuscript Central.
Whether a manuscript is accepted, requires revisions, or is rejected for publication typically is
decided within 4 weeks of being sent for review. To avoid publication delays, regularly verify
and update authors’ contact information (http://mc.manuscriptcentral.com/aalas-cm for
CM manuscripts; http://mc.manuscriptcentral.com/aalas-jaalas for JAALAS manuscripts).
Changes requested by reviewers must be completed within 2 months or an extension
requested (email journals@aalas.org or call the journals office at 901-754-8620). Without
timely return of revisions or a request for extension, the manuscript will be withdrawn from
the publication process.

Approximately 5 weeks before the slated publication date, the contact author receives a
copyedited version of the manuscript, which will have undergone a final review by the Editor-
in-Chief.

After any additional queries that arise during copyediting and final review are addressed
satisfactorily, the contact author receives a PDF of the page proofs of the article. At this late
stage in the publication process, only minor revisions can be accommodated.

Approved page proofs must be emailed to journals@aalas.org within 48 hours of receipt.
After publication, the manuscript will be submitted to PubMed Central for indexing. Articles
will become available to the general public 6 months after publication.


mailto:brenda.johnson@aalas.org
mailto:brenda.johnson@aalas.org
http://mc.manuscriptcentral.com/aalas-cm
http://mc.manuscriptcentral.com/aalas-jaalas
mailto:%20journals@aalas.org
mailto:%20journals@aalas.org

	DOUTORADO EM FISIOPATOLOGIA E SAÚDE ANIMAL
	RENATA MANO SCATAMBURLO BIFARONI
	DOUTORADO EM FISIOPATOLOGIA E SAÚDE ANIMAL
	RENATA MANO SCATAMBURLO BIFARONI
	RENATA MANO SCATAMBURLO BIFARONI
	ANAZETTI, M. C.; MELO, P. S. Morte celular por Apoptose: uma visão bioquímica e molecular. Metrocamp Pesquisa, v.1, n.1, p.37-58, jan./jun. 2007. Disponível em: www.metrocamp.com.br/pesquisa. Acesso em: 20 set. 2019.
	BRASIL. Resolução rdc nº 441, de 2 de dezembro de 2020. 2020. Disponível em: https://www.in.gov.br/en/web/dou/-/resolucao-rdc-n-441-de-2-de-dezembro-de-2020-293190758. Acesso em: 09 jan. 2023.

	Ausência de Neurotoxicidade na Exposição Crônica Inalatória e Oral a Herbicida a Base de Glifosato em Ratos Adultos
	Renata MS Bifaroni1,2,3, Giovanna D Binotti3, Karen P Bruneri3, Maria Eduarda A Tavares4, Rose Meire R Ueda5, Renata C Rossi3,6,Giovana R Teixeira4, Camila Renata Corrêa7, Gisele A Nai1,3,8,*.
	Introdução
	O herbicida glifosato, N-(fosfonometil)glicina, é um herbicida para plantas de folhas largas, que foi  introduzido no mercado 1970 e desde então se tornou a substância ativa mais usada mundialmente para o controle de ervas daninhas. O glifosato é a se...
	Protocolo animal. Para a realização dos experimentos, foram utilizados 60 ratos Wistar albinos, machos, adultos, com peso entre 200-250g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), e alocados em gaiolas plásticas gra...
	Comparative Medicine (CM)
	Manuscript Preparation
	Authorship
	Title page
	Abstract
	Body
	Introduction
	Materials and Methods
	Results
	Discussion
	Acknowledgments
	References
	Figure Legends
	Supplementary Materials
	Tables

	Figure Preparation
	Manuscript Review and Status

