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JUSTIFICATIVA PARA A REALIZAGAO DO TRABALHO

Juntamente com a ampla utilizagdao de praguicidas no mundo, as preocupagdes
sobre seus impactos na saude cresceram rapidamente. Nas ultimas décadas estudos
epidemioldgicos tém ligado a exposicdo a praguicidas com o aumento de vdrios
disturbios neuroldgicos, como por exemplo a ansiedade, incluindo também uma maior
incidéncia de doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e Alzheimer.
Além disso, na literatura sdao encontrados poucos e inconclusivos trabalhos que
abordam, em carater neurocomportamental, a exposicdo repetida a herbicidas,
incluindo a atrazina. A atrazina é usada em muitas culturas que sdo produzidas em
grandes quantidades (milho, soja, sorgo, cana-de-acucar e outras), a fim de aumentar a
produtividade. Devido seu uso comum na agricultura, a atrazina chega a agua (de
superficie e subterranea) e afeta organismos nao-alvo, inclusive seres humanos. Logo,
pesquisar o potencial de neurotoxicidade da atrazina trara informacées que podem ser
de interesse clinico no que diz respeito ao seu modo de ac¢do e a avaliagcdo de danos
causados aos seres humanos. Além disso, espera-se que este trabalho suscite questdes
pertinentes a relacdo entre saude ambiental, saude ocupacional e saude publica e
possa vir a influenciar as tomadas de decisdo quanto aos impactos potenciais da

exposicdo a praguicidas.



RESUMO

ANSELMO, F. Estudo experimental dos efeitos da exposicdo repetida ao herbicida
atrazina sobre a atividade neurocomportamental, biomarcadores do estresse
oxidativo e sistema dopaminérgico. 2020. 71f. Tese (Doutorado) - Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2020.

O herbicida atrazina (ATR) é um praguicida usado intensivamente na agricultura, que
persiste no meio ambiente e causa toxicidade em espécies ndo-alvo, inclusive seres
humanos. Considerando o potencial da ATR para produzir efeitos no sistema nervoso
central (SNC) e a falta de informagdes na literatura corrente sobre esse tipo de
toxicidade, o objetivo deste projeto de pesquisa foi avaliar os efeitos da exposicao
subcronica ao herbicida ATR sobre parametros neurocomportamentais especificos e
estabelecer sua correlagdo com o estresse oxidativo (EO) em tecido cerebral de ratos e
com o sistema dopaminérgico em regides especificas do cérebro, nominalmente cértex
pré-frontal (CPF), hipocampo (HIP) e corpo estriado. Ratos Wistar machos receberam
solugdo salina (0,3 ml; controle - Ct), atrazina (ATR; 100 mg/kg), atrazina mais vitamin E
(ATR; 100 mg/Kg + VE; 200 mg/kg), apenas vitamina E (VE; 200 mg/kg), atrazina mais
levodopa (ATR; 100 mg/Kg + LEV; 20 mg/kg) e apenas levodopa (LEV; 20 mg/kg), por
gavage, durante 28 dias. O comportamento foi avaliado utilizando arena de campo
aberto (ACA), labirinto em cruz elevado (LCE) e hole-board (HB). O teste de estresse
oxidativo no tecido cerebral avaliou os niveis de malondialdeido (MDA), capacidade
antioxidante hidrofilica (CAH) e atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). A dopamina (DA) foi quantificada por HPLC, em areas cerebrais
especificas (CPF, HIP e estriado). Exposicdo a ATR provocou ansiedade, diminuiu a
coordenag¢ao motora e nao alterou a atividade locomotora dos animais. A ATR nao
modificou os niveis de MDA, a CAH nem as atividades da SOD e CAT. No entanto,
ATR+VE aumentou os niveis de MDA e a CAH enquanto a VE aumentou a atividade da
SOD. Além disso, o tratamento com ATR ndo alterou os niveis de DA no estriado
cerebral, mas aumentou sua concentracdo no CPF e no HIP. Como conclusao,
observou-se que a exposicao subcronica ao herbicida ATR foi capaz de prejudicar
parametros comportamentais especificos, principalmente aqueles relacionados a
ansiedade e a coordenacdo motora. Esses prejuizos ndo estdo relacionados com a
inducdo de EO no tecido cerebral de ratos. Além disso, sugere-se atencao em situacoes
de suplementacdo oral por VE, pois, quando combinada com substancias do tipo
praguicidas, pode exercer efeitos prd-oxidantes a nivel de SNC. Adicionalmente a ATR
foi capaz de causar perturbacdes nos sistemas dopaminérgicos cerebrais de ratos,
principalmente nas regides do CPF e HIP, nao alterando os niveis de DA na regido do
estriado. Esses resultados reforcam a relacdo entre exposicdo a praguicidas e efeitos
de neurotoxicidade.

Palavras-chave: atrazina; neurotoxicidade; comportamento; estresse oxidativo;
sistema dopaminérgico
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ABSTRACT

ANSELMO, F. Experimental study of the effects of repeated exposure to atrazine
herbicide on the neurobehavioral activity, oxidative stress biomarkers and
dopaminergic system. 2020. 71f. Thesis (PhD) - Institute of Biosciences, Sdo Paulo
State University “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2020.

Atrazine (ATR) herbicide is a pesticide used intensively in agriculture that persists in
environment and causes toxicity on non-target species, include humans. Considering
the potential of ATR to produce effects on the central nervous system (CNS) and the
lack of information in the current literature about this type of toxicity, the aim of this
research project was to evaluate the effects of subchronic exposure to ATR herbicide
on specific neurobehavioral parameters and to establish its correlation with oxidative
stress (OE) in rat brain tissue and with the dopaminergic system in specific brain
regions, nominally prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HIP) and striatum. Male
Wistar rats received saline (0.3 ml; control - Ct), atrazine (ATR; 100 mg/kg), atrazine
plus vitamin E (ATR; 100 mg/Kg + VE; 200 mg/kg) only vitamin E (VE; 200 mg/kg),
atrazine plus levodopa (ATR; 100 mg/Kg + LEV; 20 mg/kg) and only levodopa (LEV; 20
mg/kg), via gavage, during 28 days. Behavior was assessed using open field arena (OF),
elevated plus-maze (EPM) and hole-board (HB) apparatus. Oxidative stress assay in
brain tissue evaluated malondialdehyde (MDA) levels, hydrophilic antioxidant capacity
(HAC), and superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes activity. Dopamine
(DA) was quantified using HPLC, in specific brain areas (PFC, HIP and striatum). ATR
exposure caused anxiety-like behavior, decreased motor coordination and did not alter
the locomotor activity of the animals. ATR did not change the MDA levels, the HAC, or
SOD and CAT activities. However, ATR+VE increased MDA levels and the HAC while VE
increased SOD activity. Additionally, ATR treatment did not change DA levels in the
striatum cerebral, but increased its concentration in PFC and HIP. As a conclusion, it
was observed that subchronic exposure to ATR herbicide was able to impair specific
behavioral parameters, especially those related to anxiety and motor coordination.
These impairs are not related to OE induction in brain tissue of the rats. Moreover,
attention is suggested in situations of oral VE supplementation, because, when
combined with substances like pesticides, it can exert pro-oxidant effects in the CNS.
Additionally, ATR was able to cause disturbances in the brain dopaminergic systems of
rats, mainly in the regions of PFC and HIP, without altering the DA levels in the
striatum region. These results reinforce to relation between pesticides exposure and
neurotoxic effects.

Keywords: atrazine; neurotoxicity; behavior; oxidative stress; dopaminergic system

Xii



SUMARIO

INTRODUGAOD........ooveieceteece ettt st et et ses s sttt st ss st et sresnesas e e 1
IO Y= {U Tl o =T 1
W N A YA o I- T OSSP RU PV ROPRTPORPRRPN 3

2.1. Atrazina @ Meio amMBIENTE.......ueiiiiieee e e e e e 4

2.2. Efeitos toxicoldgicos da atrazina........cccuveveeeeeiiiiiiiiee et e e e 5
3. Bioindicadores e biomarcadores. . .......ccccuuiiiiiieiiieieeeeee e e e e e e e e e e e e e e 8

3.1. Avaliag0es NeUroCoOMPOIrtaMENTAIS.....uuvrrrrriereereeereeiieeeieereeerneerrrrrrrrrrrreeeeeeeeesenas 9

3.2. Avaliagao dos biomarcadores de estresse oxidativo......cccccceeeeeveecccccciiiiieeieeeeen. 11

3.3. Quantificagao de dOPaMING......ceiiiiiiiiiiie e 12
L I AV U = W o - N A= TP PUP PRt 13
[0 7= I Y o U 13
CAPITULOD L.ttt st st st st e st s e sre s 14
ADSEIACT ..ottt ettt e ettt ete et e b ettt eheeaees e s e eb e aeeaeeheeaesseerbenbenne et ene 14
L. INEFOAUCTION ..ttt et et e et ettt sbeeaesrsebaessesae st sbesneerseesaessenneenn 15
2. Material and MEthOds........cco e e e st 16
B RESUIES et sttt s e e s e e et stesaeenaeraennenne s ennenn 20
A, DiISCUSSION...ccvtiiiteertreteseesttessteassaesessreessaessesssassses sreasssesstessesssessressssensssnesssnssrnesssesssesnnsenan 23
D RETEIENCES. ...ttt ettt ste et e et st be e st e sbesteeasesaesbentense et stesnseesaessennsannes 26
CAPITULOD 2.ttt ittt e st sbs s s sttt s s 31
LY 1 W oL OSSR RST 31
IO 1o o Yo [Tt [0 o T ST 32
2. Material and Methods........ccviviiiiiicece et 33
TR ST U OO TSt 36
A, DiISCUSSION..cceutiireertreritsstesstessteesteestsseeessaesesseassses sheasssesssessasssesssesnssensssssesssesssessssnssesssesnses 38
LT 2 U=Y T =T [l PSRRI 42
CONCLUSAO GERAL..........coverrieeeeireeeisiseesessasissesssesssessssssesessssesssssesssesssesssssssssssssssmsses 48
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............coovuieeueiieieinisiieiesssseeeietssess s sess st s sssssessssnsenes 49

xiii



INTRODUCAO

1. Praguicidas

Praguicida, denominacéo utilizada para designar um grupo de agentes quimicos
toxicos, sdo substancias ou misturas de substancias que tem como objetivo prevenir,
destruir ou combater qualquer tipo de praga presente em cultivo agricola. Séo
frequentemente utilizados no meio agricola para controlar uma variedade de insetos e
pragas, € nos animais, por via topica ou oral, para o controle de parasitas (Poppenga e
Oehme, 2010; Amaral, 2012).

Praga (do latim plaga) refere-se a tudo aquilo que ataca, lesa ou transmite
enfermidade as plantas, aos animais e a0 homem, como ervas daninhas, fungos, insetos,
carrapatos, aracnideos ou qualquer outra forma de vida vegetal ou animal considerada
danosa a saude e ao bem-estar do homem, a lavoura, a pecuaria e aos seus produtos e
matérias-primas alimentares (Spinosa e Xavier, 2008).

O uso de praguicidas iniciou-se na década de 1920, quando havia pouco
conhecimento sobre seu potencial toxico. Na Segunda Guerra Mundial (1939-1945)
essas substancias foram empregadas como armas quimicas (OPAS, 1996). No periodo
do pbs-guerra houve um crescimento populacional e econbmico que exigiu um aumento
pela demanda de alimentos e matérias-primas. Desta forma, o emprego dos praguicidas
tornou-se necessario para aumentar a produtividade agricola (Moragas e Schneider,
2003). Esse aumento no uso de praguicidas, juntamente com o desenvolvimento de
novas sementes (resistentes a doengas, com maior rendimento) e aplicacdo de novas
préaticas (mudanca de irrigagdo, por exemplo) foram denominados Revolucdo Verde, a
qual ocorreu por volta de 1960 (Raley-Susman, 2014).

As primeiras substancias utilizadas como praguicidas foram agentes toxicos de
origem natural, tais como nicotina, piretro, além de substancias inorganicas como o
mercurio e o enxofre. O uso de praguicidas mais modernos teve seu inicio por volta de
1940, quando Paul Miiller descobriu o inseticida dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). O
DDT era muito eficaz, transformando-se rapidamente no praguicida mais utilizado no
mundo. Entretanto, na década de 1960, descobriu-se que o DDT provocava danos a
saude de diversas espécies de aves, prejudicando sua reproducéo e oferecendo grandes
riscos a biodiversidade (Amaral, 2012).

No Brasil, os praguicidas tiveram primeiramente seu uso em programas de salde
publica, no combate a vetores de parasitas, sendo mais utilizados de forma intensiva na
agricultura somente a partir de 1960 (OPAS, 1996). Atualmente, grandes empresas
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produtoras de praguicidas, fertilizantes e sementes, dominam o agronegdcio (Raley-
Susman, 2014).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, em 2008
o Brasil alcancou o primeiro lugar no ranking de maior consumidor de praguicidas do
mundo, ultrapassando os Estados Unidos. No ano de 2009 o consumo continuou
aumentando, observando-se uma média de uso de 5,2 Kg de agrotdxicos por habitante.
O consumo néo parou de crescer e no ano de 2011 foram consumidos 852,8 milhdes de
litros. (ANVISA, 2012; IBGE, 2012). Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento - MAPA, em 2017, as exportacdes brasileiras do agronegdcio somaram
US$ 96,01 bilhdes, registrando 13% de crescimento em relacdo ao ano de 2016. O setor
foi responsavel por 44,1% do total das vendas externas do Brasil. O superavit foi de
US$ 81,86 bilhdes sendo o segundo maior da historia, inferior apenas ao registrado em
2013 (R$ 82,91 bilhdes). Este crescente consumo é alarmante, pois ja sdo conhecidos 0s
efeitos deletérios causados por estes produtos (MAPA, 2018).

Os praguicidas de uso agricola somados aos de uso doméstico foram causadores
de 5,67% dos casos de intoxicacdes registrados no ano de 2016 no Brasil. Com relagéo
aos Obitos provocados por intoxicacdo humana, os praguicidas foram responsaveis por
45,07% dos casos (SINITOX, 2016). Em 2016, o Sistema Nacional de Informagdes
Téxico-Farmacoldgicas (SINITOX) registrou mais de trinta e nove mil casos de
intoxicacdo humana e mais de cem casos de ébitos decorrentes de intoxicacao, sendo 0s
praguicidas os agentes de maior taxa de letalidade. Esses dados, entretanto, mostram
parcialmente a realidade do Brasil, uma vez que segundo o Ministério da Saude, para
cada evento de intoxicagdo por praguicidas, existem outros cinquenta casos néo
notificados (FIOCRUZ, 2015).

Em consequéncia da sua elevada utilizacdo no Brasil e aos seus comprovados
efeitos deletérios, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) se posicionou contra as atuais
praticas de uso de praguicidas e ressaltou seus riscos a salde e principalmente a
exposicao cronica, a qual pode gerar infertilidade, impoténcia, abortos, malformacdes,
desregulacdo hormonal, neurotoxicidade, efeitos sobre o sistema imunolégico e cancer
(INCA, 2015).

Os praguicidas mais aplicados atualmente no Brasil sdo os herbicidas, seguido
pelos inseticidas, fungicidas e acaricidas. Diversas formulagbes utilizadas aqui sé&o
proibidas em paises da Europa, em decorréncia da sua toxicidade ou as alteracbes que

promovem no ambiente (IBGE, 2012; Carneiro, 2015). Os herbicidas estdo entre as
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substancias mais toxicas devido a sua elevada estabilidade quimica, resisténcia ao
metabolismo, e a sua eficiéncia em penetrar em ambientes celulares em razéo das suas
propriedades lipofilicas (EI-Amrani et al., 2012). Neste contexto, um problema que
surge da utilizacdo generalizada de herbicidas é a bioacumulacdo, o que afeta a
estabilidade dos ecossistemas, a cadeia alimentar, e também a satde animal e humana
(Bolle et al., 2004). Segundo a Unido Europeia (EU) e a Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (USEPA), o herbicida atrazina € um dos compostos que estdo na lista de
poluentes prioritarios por causa da sua persisténcia ambiental e sua toxicidade (Oliveira,
2008).

2. Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-isopropilamino-s-triazina) (figura 1) é um
herbicida sistémico pertencente ao grupo das cloro-s-triazinas amplamente utilizado
como pré e pos-emergente no controle de ervas daninhas. (LeBaron et al., 2008). A
ATR age nas plantas alvo como inibidor da fotossintese, mais precisamente inibindo o
fotossistema Il (FSII) que faz parte da fase fotoquimica da fotossintese, quando a
energia luminosa é absorvida e convertida em energia quimica. O FSII é o primeiro
sistema de proteinas envolvido na fotossintese e estd associado a um complexo de

proteinas receptoras e doadoras de elétrons (Roman, 2005).
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Figura 1. Férmula estrutural da atrazina (Prade et al., 1998)

Simplificadamente, o0 mecanismo de acdo da ATR consiste no blogueio do
processo fotossintético da planta a ser controlada, através da interferéncia no fluxo
fisiologico normal de elétrons do FSII para o fotossistema | (FSI) nos cloroplastos.
Além da inibicdo da fotossintese, como a captacdo de energia solar é continua e ndo ha
transferéncia de elétrons, as clorofilas atingem uma carga energética elevada, resultando
na producéo de radicais livres que atuam desencadeando a peroxidacéo de lipidios de
membrana. Como consequéncia destes processos, ocorre clorose e subsequente necrose

de tecidos levando a planta a morte. Nas espécies tolerantes a ATR, como é o caso do



milho por exemplo, o herbicida é eficientemente metabolizado em formas ndo toxicas
(Marchi et al., 2008).

A ATR possui massa molecular de 215,7 g/mol, sendo considerada uma base
fraca (pKa ~1,7), com grau de volatilizacdo, expresso em pressao de vapor, igual a
4x107 Pa (a 20 °C). Apresenta solubilidade em agua de 33 mg/L (a 20 °C), que esta
vinculada a sua baixa polaridade (log Kow de 2,2-2,7). As propriedades da ATR
resultam em moderada mobilidade e elevada persisténcia, contribuindo para a
acumulacao a niveis contaminantes tanto na superficie como em profundidade nos solos
e potencialmente atingindo aguas superficiais e subterraneas (Prosen, 2012).

A Tabela 1 apresenta alguns produtos comercializados no Brasil, juntamente
com a dosagem recomendada, e suas classificacdes toxicoldgicas e de risco ambiental.
Os acréscimos de rendimento, oriundos do eficiente controle de plantas daninhas por
meio do uso da ATR, variam de acordo com o sistema de cultivo sendo que, segundo
Carlson (1998), o impacto parece ser maior em sistema de plantio direto do que no
plantio convencional. Além do sistema de cultivo, a dosagem e a época de aplicacdo da
ATR também devem considerar o tipo de solo, contetdos de matéria organica e argila e
também o clima (Pike et al., 2008).

Tabela 1. Alguns produtos comercializados no Brasil que possuem a atrazina como ingrediente ativo

Nome Dosagem Classificacdo Classificacao de
comercial recomendada* toxicoldgica** risco ambiental***
Atrazina Nortox 1,5 a4 Kg/ha I - Medianamente 11 - Produto muito

500 SC® toxico perigoso ao meio ambiente
Proof® 2a25Kg/ha 1V - Pouco téxico Il - Produto muito

perigoso ao meio ambiente

Atrazina Atanor 2 a 3 Kg/ha Il - Medianamente 111 - Produto perigoso ao

50 SC® téxico meio ambiente

* As doses podem variar de acordo com o tipo de solo a cultivar.

** Os produtos séo classificados em ordem decrescente de toxicidade, de | (extremamente toxico) a
IV (pouco téxico).

*** Os produtos séo classificados em ordem decrescente de risco, de | (produto altamente perigoso) a
IV (produto pouco perigoso).

Fonte: AGROFIT (2020).

2.1. Atrazina e meio ambiente

As abordagens ambientais no estudo da ATR visam avaliar o risco ambiental do
herbicida, seus residuos e sua acumulacdo na &gua e em solos (Hang et al., 2007).
Usualmente, quanto maior o tempo de meia-vida no solo, maior tende a ser o potencial

de contaminacdo das aguas (Rebelo e Caldas, 2014). Tradicionalmente, o tempo de
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meia-vida da ATR no solo, ou seja, 0 tempo necessario para que 50% do herbicida
aplicado sejam dissipados, é considerado como sendo 60 dias. No entanto, os valores de
meia-vida podem variar de alguns dias até anos, dependendo das condigdes e fatores do
meio (Graymore et al., 2001; Krutz et al., 2010). Problematicas surgem pelo fato de
muitos estudos de persisténcia serem realizados em laboratorio e/ou em condigdes de
campo, com o tempo de meia-vida sendo estimado a partir de experimentos de curta
duragéo. Neste sentido, a persisténcia da ATR no solo pode ser subestimada.

Em estudos na Alemanha, a ATR e seus residuos foram extraidos de solos
mesmo depois de mais de duas décadas ap6s a sua ultima aplicacdo (Jablonowski et al.,
2009; Vonberg et al., 2014). Assim, quando aplicada por muitos anos, solos agricolas
potencialmente acumulam ATR e seus residuos, que podem ser mobilizados, por
exemplo, através de ciclos entre periodos secos e umidos, e entdo ser lixiviados e
contaminar aguas subterraneas (Jablonowski et al., 2009). Portanto, considerando as
elevadas quantidades aplicadas anualmente, juntamente com pesquisas que demonstram
sua elevada persisténcia nos solos, a ATR representa potencial ameaga ao ambiente
(Jablonowski et al., 2011).

Nesse mesmo sentido, estudos mostram que a ATR e/ou seus metabolitos sdo
frequentemente detectados no solo, dguas subterraneas, superficiais e na agua de beber,
(Mosquin et al., 2012), em familias de agricultores (Lozier et al., 2012), em amostras de
urina de aplicadores de praguicidas, além da populacdo em geral (Curwin et al., 2007).
Logo, sua ampla utilizacdo e deteccdo frequente origina preocupacdes sobre seus

potenciais efeitos adversos a saude.

2.2. Efeitos toxicologicos da atrazina

Embora haja muito a aprender sobre os efeitos da atrazina, muitos trabalhos
demonstram uma série de efeitos adversos consistentes da ATR que devem ser pesados
contra qualquer um de seus beneficios, ou seja, ela causa efeitos negativos para diversas
especies (Rohr e McCoy, 2010).

A ATR é absorvida por via oral, inalatoria e dérmica, somente penetrando na
pele numa area muito limitada. Em ratos, a meia vida é de 1,3 dias, e 95% da dose ¢
eliminada dentro de sete dias. Mesmo doses baixas, administradas diariamente em ratos,
possibilitou a deteccdo da substancia nos tecidos desses animais. E biotransformada
principalmente no figado e sua excrecdo ocorre pela urina (75%) e pelas fezes (20%)
(Coutinho, 2005).



Estudos mostraram que a ATR € capaz de causar diversas alteraces graves em
anfibios, principalmente alteracbes hormonais, sendo comum ocorrer o fenémeno da
feminilizacdo ou até a “castracdo quimica” desses animais. Nestes casos a ATR
interferiu no desenvolvimento sexual favorecendo a conversdo da testosterona em
estradiol causando efeitos estrogénicos e levando os anfibios feminilizados a serem
capazes de produzir ovos viaveis. (Carr et al., 2003; Kloas et al., 2009; Hayes et al.,
2010).

Estudos com ratos também mostraram que a exposicdo a ATR é prejudicial para
diversos sistemas do organismo, incluindo o sistema imune (Filipov et al., 2005),
sistema enddcrino (Ghiselli e Jardim, 2007) e principalmente sistema reprodutor com
adicdo para alteragdes de carater genotoxico (Feyzi-Dehkharagni et al, 2012). Existem
muitas evidéncias de que em roedores, a ATR produz efeitos adversos tanto no sistema
reprodutor masculino quanto no feminino (Kale et al., 2018).

Além disso, varios estudos tém demonstrado certa relacdo entre a contaminagédo
por ATR ou seus produtos de degradacdo e anomalias pré-natais na populagdo humana
em geral como nascimentos prematuros e/ou abortos espontaneos, interferéncia no ciclo
menstrual e reducdo da fertilidade (Hase et al., 2008; Chevrier et al., 2011; Cragin et al.,
2011). Munger et al. (1997) constataram altas taxas de nascimento de criangas
prematuras em lowa (EUA) em comunidades que consumiam agua com altas
concentracdes de ATR. Cragin et al. (2011) mostraram que a ATR pode ter provocado
desregulacdo no ciclo menstrual das mulheres que consumiam agua contaminada por
este herbicida sendo evidenciada sua agdo antiestrogénica e Hase et al. (2008) relataram
que a exposi¢cdo a ATR pode levar a reducdo da qualidade do sémen. Adicionalmente,
inimeros relatérios sugerem exposicdo prolongada a ATR como um potencial fator de
risco para distarbios neuroldgicos particularmente entre trabalhadores agricolas
(Dardiotis et al., 2013; Abarikwu e Farombi, 2015; Song et al., 2015; Liu et al., 2016).

Por outro lado, se tratando de efeitos neurotoxicos, a quantidade de estudos
relacionando esses efeitos com a exposicdo a ATR sdo ainda pouco encontrados.
Bardullas et al. (2011) mostraram que exposicdo oral & ATR em roedores produz
alteracfes neurocomportamentais que sao acompanhadas por uma diminuicdo dos niveis
de dopamina no corpo estriado do cérebro. Lin et al. (2013) também chegaram a
conclusdes parecidas, mostrando que a exposi¢cdo durante um curto periodo a ATR
causou diminuicdo na concentracdo de DA na regido estriada do cérebro de roedores.

Adicionalmente, Li et at. (2014) demonstraram que no caso de alta exposi¢éo, como por
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exemplo a ocupacional, a ATR pode inibir a captacdo vesicular e 0 armazenamento de
DA. Logo, as reducbes de DA sugerem que a ATR é um tdxico dopaminérgico e pode
ser um fator de risco para doenca de Parkinson, uma vez que esta doenca caracteriza-se
pelo déficit de dopamina nas vias nigroestriatais do cérebro.

A levodopa ou L-dopa é um medicamento destinado ao tratamento da doenca de
Parkinson. A L-dopa, sendo um precursor da dopamina entra no cérebro através da
barreira hemato-encefélica e ap6s ser catalisada pela enzima dopa-descarboxilase forma
a DA, aumentando assim, a concentracdo intracraniana deste neurotransmissor e
restaurando o sistema de transmissao dopaminérgico (Wang et al., 2017). Como a dopa-
descarboxilase existe tanto perifericamente quanto centralmente, a L-dopa é combinada
com um inibidor da dopa-descarboxilase (a carbidopa, por exemplo) para evitar 0s
efeitos periféricos.

Embora os efeitos da ATR sobre a dopamina no estriado e células produtoras de
catecolaminas serem relatados em alguns estudos (Filipov et al., 2007; Bardullas et al.,
2011; Lin et al., 2013; Li et al., 2014), pouco se sabe sobre os seus efeitos nas outras
monoaminas, como a serotonina. Também é desconhecido se ATR afeta outras
estruturas cerebrais, tais como o cortex pré-frontal e hipocampo, que recebem projecdes
dopaminérgicas da area tegmental ventral (Alcaro et al., 2007).

Se tratando de comportamento, a exposic¢do cronica de ratos a ATR prejudica a
coordenacdo motora, diminui a atividade locomotora espontanea e altera a memoria
espacial desses animais (Bardullas et al., 2011). Kale et al. (2018) também observaram
prejuizo nas funcdes motoras dos animais expostos a ATR. Ja os resultados de Lin et al.
(2013) indicaram que exposicdo a curto prazo & ATR induz mdaltiplas anomalias
comportamentais envolvendo altera¢cbes motoras, cognitivas e também emocionais.

O fato do desempenho alterado no teste de reconhecimento de um novo obijeto,
utilizado para avaliar memoria cognitiva, ocorrer em doses que ndo alteraram a
atividade motora e o sistema de monoaminas cerebrais, indica que determinados efeitos
comportamentais podem ser particularmente sensiveis a ATR e poderia haver o
envolvimento de outras regides do cérebro, além da parte estriada. Contudo, a dose-
dependéncia dos efeitos da ATR em diferentes comportamentos em roedores adultos
ndo foi ainda muito bem investigada (Lin et al., 2013).

Adicionalmente, alguns estudos demonstraram que a ATR pode promover
estresse oxidativo, aumentando a concentracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e

produtos de danos oxidativos, tais como perdxidos de lipidios e malondialdeido e
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consequentemente influenciando a atividade de enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase, glutationa peroxidase (GPx) e catalase (Abarikwu et al., 2010;
Adesiyan et al., 2011). Singh et al. (2011) mostraram que a ATR pode induzir respostas
ao estresse oxidativo no figado de ratos apds administracdo por um periodo de vinte e
oito dias. Além disso, Griboff et al. (2014) observaram em um estudo com camardes
que a suplementacdo na dieta com vitamina E pode aumentar a resisténcia a exposi¢éo
ATR, como indicado pela reversdo nas respostas dos biomarcadores do EO avaliados,
uma vez que a VE é um dos antioxidantes mais eficazes encontrado no sistema
bioldgico.

Apesar desses estudos mostrarem que a ATR causa estresse oxidativo, este
efeito de toxicidade foi observado principalmente em tecidos como figado e rins,
havendo ainda caréncia de estudos que avaliem o EO no tecido cerebral e sua relacdo
com efeitos neurocomportamentais, uma vez que o cérebro pode ser vulneravel ao EO
pois consome grandes quantidades de oxigénio, resultando em aumento da produgéo de
EROs (Patel, 2016). Além disso, a maioria dos estudos em animais utiliza altas
concentracbes de ATR, concentragdes essas que normalmente ndo sdo encontradas no
meio ambiente (Semren, 2018).

Portanto, de maneira geral, existem ainda poucos trabalhos de pesquisa
relacionando exposicdo a ATR com possiveis efeitos de neurotoxicidade e os que
existem sdo ainda pouco conclusivos. Por isto tornam-se necessarios mais dados
experimentais no sentido de comprovar estes achados ou encontrar outros efeitos

ligados a neurotoxicidade provocada pela atrazina.

3. Bioindicadores e biomarcadores

Estudos de alteragdes fisioldgicas, comportamentais ou de sobrevivéncia em um
organismo, ou em uma populacdo, constituem-se como bioindicadores (Jonsson e
Castro, 2005). Esta determinacdo deve estabelecer uma relacdo entre a exposicdo a
agentes quimicos e os seus efeitos toxicos refletidos em alteracdes pré-clinicas e ainda
permitir entender os mecanismos relacionados a acdo toxica nos individuos (Castro,
2006). Estas investigagdes neurofisiologicas sdo importantes, nos casos em que 0S
individuos (animais ou humanos) sdo expostos a produtos quimicos tanto a baixas doses
durante um longo periodo, quanto a uma Unica dose elevada (Szegedi et al., 2005).

J& biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de biotransformacao
ou ainda qualquer alteracdo biogquimica precoce cuja determinacdo possa ser realizada
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nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado. Ha varias evidéncias experimentais
mostrando que, na progressdo de doencas neurotdxicas, 0s eventos bioquimicos
precedem as alteracOes estruturais e danos permanentes ao sistema nervoso central
(Castro, 2006).

3.1. Avaliacbes neurocomportamentais

Comportamento tem sido utilizado como um bioindicador de funcdo para
estudar efeitos toxicos de agentes quimicos. Altera¢cdes do comportamento em animais
expostos a um determinado agente quimico podem servir como indicativo de que a
substancia provoca neurotoxicidade. A importancia de estudos neurocomportamentais
reside no fato de que comportamento é considerado como um produto final funcional de
Varios processos sensoriais, motores e integrativos, que ocorrem no sistema nervoso
(Tercariol, 2007). Embora vérios estudos procurem compreender 0s mecanismos de
neurotoxicidade dos praguicidas em mamiferos, ha poucos relacionados aos efeitos
neurocomportamentais e estes podem ser Uteis para avaliar os efeitos das exposicOes as
substancias quimicas (Martins, 2009).

Um dos aspectos da neurotoxicidade que pode ser estudado atraves dos testes
comportamentais € o da ansiedade/emocionalidade. Algumas tarefas experimentais tém
sido utilizadas para estudar este componente comportamental. A arena de campo aberto
(Figura 2) é o mais antigo dos testes de ansiedade que sdo baseados na exploracdo
espontanea de um novo ambiente (Behr et al., 2009). O campo aberto foi criado em
1934 e é utilizado para avaliar principalmente a atividade locomotora, exploracdo e
emocionalidade de roedores, porém também pode ser utilizado para avaliar ansiedade
(Martins, 2009).

Figura 2. Arena de Campo Aberto. Fonte: Arquivo pessoal



Um dos fatores relevantes na observacdo do comportamento do animal é a sua
tendéncia a movimentar-se, conhecida como atividade geral. A quantificacdo dessa
locomocdo pode refletir o comportamento, uma vez que o animal tendera a permanecer
imovel (freezing) quando apresentar alto grau de ansiedade. Nesse sentido, a exploracéo
do roedor é inversamente proporcional ao medo ou emocionalidade (Udo, 2012). Os
organismos, quando expostos a situacdes de ameaca e perigo, respondem com uma série
de respostas adaptativas, fisicas e mentais que se opfe aos estimulos estressores na
tentativa de manter a homeostasia (Benetti, 2005).

Além da locomocédo, o comportamento de levantar (animal apoiado nas patas
traseiras, eleva o tronco para farejar o ambiente verticalmente) € a manifestagdo de um
processo exploratério de aproximacdo das regides modificadas do ambiente (Silva,
2008; Martins, 2009; Udo, 2012). Além disso, o teste em ACA é comumente utilizado
para triagem farmacologica de drogas que atuam sobre o sistema nervoso central
(Tergariol, 2007).

O teste do labirinto em cruz elevado (Figura 3) foi criado por Montgomery em
1955 e é um dos principais modelos usados no estudo da ansiedade. Esse teste é
baseado no comportamento exploratério de locais novos e na observacdo de respostas
comportamentais em situacGes que poderiam ou ndo provocar perigo. Ele consiste em
analisar o grau de aversdo do animal aos bragos abertos, em conflito com o
comportamento exploratorio (Udo, 2012), ja que ambientes abertos, sem protecéo

lateral, sdo naturalmente aversivos para o roedor (Martins, 2009).

Figura 3. Labirinto em Cruz Elevado. Fonte: Arquivo pessoal

A exposicdo aos bragos abertos do LCE produz significativamente mais

ansiedade quando comparada a exposicdo aos bracos fechados. Drogas ansioliticas
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elevam a procura dos roedores pelos bragos abertos quando comparadas com a procura
pelos bragos fechados e, em contraste, drogas ansiogénicas diminuem a procura pelos
bracos abertos (Silva, 2008; Martins, 2009).

O aparelho Hole-Board (Figura 4) oferece um método simples de medir as
respostas de um rato a um ambiente novo e tem sido amplamente utilizado para avaliar
os efeitos de drogas (File e Wardill, 1975). Trata-se de um aparelho que tem sido
utilizado para avaliar comportamentos de coordenacdo motora (deslizamento de patas) e
comportamento exploratério (introdugdes de cabeca) frente a exposicdo a agentes

quimicos neurotdxicos (Kuc et al., 2006; Godinho et al. 2014).

Figura 4. Hole-Board. Fonte: Arquivo pessoal

3.2. Avaliacao dos biomarcadores de estresse oxidativo

Na experimentacdo animal, esta avaliagdo bioquimica pode ajudar a entender e
as vezes, caracterizar a relacdo de processos danosos que compdem o quadro geral de
intoxicacdo. A estimulacdo da producdo de radicais livres, prejuizo da capacidade
antioxidante e a peroxidacdo lipidica sdo mecanismos de toxicidade dos praguicidas, e
tem sido associado ao desenvolvimento de doengas causadas pela exposicdo a estes
agentes toxicos. Além disso, é reconhecido que o estresse oxidativo tem papel
importante na etiologia e progressdo de doencgas crbnicas (Abdollahi et al., 2004,
Soltaninejad e Abdollahi, 2009; Rajendran, 2014; Gallegos et al., 2018).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante da célula. Esse desequilibrio resulta na
producdo de radicais livres e danos a componentes celulares, como lipidios de
membrana, proteinas, acidos nucléicos e outras pequenas moléculas (Mostafalou e
Abdollahi, 2013; Rajendran, 2014).
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O sistema antioxidante é divido em enzimatico e ndo enzimatico sendo
responsavel por neutralizar as espécies reativas de oxigénio. As enzimas superdxido
dismutase, catalase, e glutationa peroxidase pertencem ao sistema antioxidante
enzimatico, e estdo envolvidas na manutencao do balanco REDOX e por neutralizar as
ERO, como vemos na Figura 5. Porém, quando ocorre aumento do estresse oxidativo a
capacidade de defesa contra as ERO pode colapsar (Birben et al., 2012; Nwani et al.,
2016).

Figura 5. Reducéo sequencial do O, pelas enzimas antioxidantes (Patel, 2016).

3.3. Quantificacédo de dopamina

Da mesma maneira que 0 estresse oxidativo € reconhecido como um dos
mecanismos de toxicidadade dos praguicidas, diversos estudos mostram que a alteracdo
dos niveis de dopamina em partes especificas cerebrais pode indicar efeito de
neurotoxicidade e estar associado a diversos tipos de doengas (Filipov et al., 2007;
Bardullas et al., 2011; Lin et al., 2013; Li et al., 2014).

Os sistemas dopaminérgicos sao conhecidos por participarem do controle motor
do individuo (Schultz, 2007), desse modo, ndo € surpreendente que a exposicdo a
agentes toxicos do tipo praguicidas induzam a déficits motores, provavelmente devido a
perturbagdes nos circuitos de DA, principalmente pela via nigroestriatal (Lin et al.,
2013). Dentre as funcbes da dopamina produzida na via nigroestriatal estdo, além do
controle motor, a regulacdo do humor, do estresse, da ansiedade entre outras (Delucia,
2006).

Além disso, a DA é um neurotransmissor produzido em varias regides cerebrais,
além da via nigroestriatal, como por exemplo a via mesolimbica e mesocortical, logo
varias fungdes podem ser comprometidas em decorréncia de perturbagdes nos circuitos
dopaminérgicos (Standaert, 2009). Desta maneira, fica evidente a importancia de
investigar possiveis alteragdes deste neurotransmissor em estudos de exposicdo a

agentes toxicos.
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CONCLUSAO GERAL

Como conclusdo desta tese de doutorado, observou-se que a exposi¢éo
subcrénica ao herbicida atrazina foi capaz de prejudicar parametros comportamentais
especificos, principalmente aqueles relacionados a ansiedade e a coordenacdo motora.

O primeiro artigo demonstrou que 0s prejuizos dos parametros comportamentais
néo estdo relacionados com a indugéo de estresse oxidativo no tecido cerebral de ratos.
Além disso, sugere-se atencdo em situacdes de suplementacdo oral por vitamina E, uma
vez que a vitamina E, quando combinada com substancias do tipo praguicidas, pode
exercer efeitos pro-oxidantes a nivel de sistema nervoso central.

O segundo artigo demonstrou que além dos prejuizos neurocomportamentais, a
exposicdo a atrazina foi capaz de causar perturbacGes nos sistemas dopaminérgicos
cerebrais de ratos, principalmente nas regides do cortex pré-frontal e hipocampo, nédo
alterando os niveis de dopamina na regido do estriado.

Esses resultados reforcam a relagdo entre exposicdo a praguicidas e efeitos de

neurotoxicidade.
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