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RESUMO

O glifosato € um herbicida amplamente utilizado no mundo todo. Na ultima década
tem aumentado o nimero de estudos que indicam que o herbicida a base de glifosato
(HBG) pode contribuir para o desenvolvimento de doencas cronicas. O objetivo geral
do estudo foi verificar se a exposicdo ao HBG contribui ao desenvolvimento de
DHGNA em camundongos fémeas, em idade reprodutiva, alimentadas com dieta
normolipidica (DN) e observar se esta exposicdo agrava o desenvolvimento de
DHGNA induzida por dieta hiperlipidica (DH). Foram utilizados camundongos fémeas
C57Bl/6 em idade reprodutiva. Os grupos experimentais foram: Controle (CTL); CTL
exposto a 0,5 mg/kg/dia de HBG (CTLO.5); CTL exposto a 50 mg/kg/dia de HBG
(CTL50); Ovariectomizado (OVX), animais que foram operados para a inducdo da
privacdo dos hormonios ovarianos; OVX exposto a 0,5 mg/kg/dia de HBG (OVX0.5);
OVX exposto a 50 mg/kg/dia de HBG (OVX 50). Os animais foram expostos ou nao
ao HBG por 2 meses em dieta normolipidica e 2 meses em dieta hiperlipidica, sendo
posteriormente realizado a avaliacdo da obesidade, teste de tolerancia a insulina,
dosagem bioquimica plasmatica dos parametros nutricionais e de indicadores de
lesé@o hepatica, extracdo e analise de lipideos do figado, avaliacdo histopatolégica da
DHGNA e andlise estatistica por ANOVA de duas vias seguidas de Tukey. Os
resultados ndo constataram influéncia da exposi¢cdo ao HBG para o desenvolvimento
de DHGNA, alteragcéo da sensibilidade a insulina e de les@o hepética, porém houve
um aumento da glicemia no estado alimentado em animais ovariectomizados de um
grupo exposto ao HBG, o que gera um alerta para mais estudos e analises sobre a
causalidade e possivel surgimento de uma DCNT. Os resultados também mostraram
que a DH com a privagao de hormoénios ovarianos ocasionou a diminuicdo de massa
do tecido hepatico, com aumento de deposi¢cao de colesterol no grupo exposto a maior
dose de HBG, mas sem alteracéo histomorfolégica em ambas as situacdes expostas
0os animais. Nossos dados abrem caminhos de que a atuacdo do HBG sobre o
metabolismo seja ainda mais ampla e interfira em outros mecanismos ainda nao
esclarecidos pela literatura, e que possam estar contribuindo para a fisiopatologia de
outras DCNTs além da DHGNA.

Palavras-chave: glifosato; ovariectomia; privacdo hormonal ovariana; doenca hepatica
gordurosa néo alcodlica.



ABSTRACT

Glyphosate is a widely used herbicide worldwide. In the last decade, there has been
an increase in the number of studies that indicate that glyphosate-based herbicides
(GBH) can contribute to the development of chronic diseases. The overall objective of
the study was to verify whether exposure to GBH contributes to the development of
NAFLD in female mice of reproductive age fed a normolipidic (ND) diet and to observe
whether this exposure aggravates the development of NAFLD induced by a high-fat
(HD) diet. Female C57BI/6 mice of reproductive age were used. The experimental
groups were: Control (CTL); CTL exposed to 0.5 mg/kg/day of HBG (CTLO.5); CTL
exposed to 50 mg/kg/day of GBH (CTL50); Ovariectomized (OVX), animals that were
operated on to induce ovarian hormone deprivation; OVX exposed to 0.5 mg/kg/day of
GBH (OVXO0.5); OVX exposed to 50 mg/kg/day of GBH (OVX 50). The animals were
exposed or not to GBH for two months on a normolipid diet and two months on a high-
fat diet. Next, exams were performed, such as an evaluation of obesity, insulin
tolerance test, plasma biochemical dosage of nutritional parameters and indicators of
liver damage, extraction and analysis of liver lipids, histopathological evaluation of
NAFLD and statistical analysis by two-way ANOVA followed by Tukey. The results
found no influence of exposure to HBG on the development of NAFLD, changes in
insulin sensitivity, and liver damage. However, there was an increase in blood glucose
in the fed state in ovariectomized animals from a group exposed to GBH. It implies an
alert for further studies and analyses on the causality and possible emergence of a
chronic non-communicable diseases (CNCDs). The results also showed that DH with
ovarian hormone deprivation caused a decrease in liver tissue mass, with an increase
in cholesterol deposition in the group exposed to the highest dose of GBH but without
histomorphological alteration in both situations where the animals were exposed. Our
data open the way for the action of HBG on metabolism to be even broader and to
interfere with other mechanisms not yet clarified in the literature, which may contribute
to the pathophysiology of other CNCDs in addition to NAFLD.

Key words: glyphosate; ovariectomy; ovarian hormone deprivation; non-alcoholic fatty
liver disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade é caracterizada por acumulo excessivo de gordura corporal que
pode comprometer a saude do individuo (WHO, 2020). A etiologia da obesidade
envolve condicdes genéticas, ambientais, metabdlicas, endocrinas, neurais e
comportamentais. Nesse ambito € importante destacar que apesar da doenca estar
relacionada com desequilibrio no balanco energético, principalmente devido a maior
ingestdo de alimentos ultraprocessados contendo elevada concentracdo de
carboidratos e gorduras, associada ao aumento do sedentarismo na populacéo
(Ahmadi et al., 2023; Harb et al., 2023), mais do que a relacdo entre a quantidade
entre calorias ingeridas e gastas, atualmente se considera a qualidade da alimentacéo
e os fatores que regulam o gasto energético. Neste ambito h& evidéncias crescentes
de que a exposicdo dos individuos a agentes quimicos naturais ou sintéticos,
denominados desreguladores enddécrinos (DEs), que ocorrem no ambiente e/ou
alimentos, podem ser agentes obesdgenos que aumentam a susceptibilidade do
individuo ao ganho de peso, ao armazenamento de lipideos e a prejuizos no
metabolismo energético, contribuindo a obesidade (Mohajer et al., 2021).

O diagndstico da obesidade pode ser realizado por varios parametros, porém
muitos estudos epidemioldgicos utilizam o indice de massa corporal (IMC). Este indice
é obtido através da razdo entre o peso corporal em kg e o quadrado da altura (kg/m?),
assim, um individuo com IMC 2 30 kg/m? é considerado obeso. Conforme este critério,
em 2016, 650 milhGes de individuos adultos no mundo apresentavam obesidade
(WHO, 2020). No Brasil, em 2021 foi observado que 22,4% dos brasileiros adultos
eram obesos, sendo verificada a obesidade em 22,6% das mulheres e 22% dos
homens (VIGITEL, 2022). A estimativa global € que em 2035, 24% da populacao
mundial acima dos 5 anos de idade tenha obesidade (World Obesity Federation,
2023).

Esses dados epidemioldgicos e estimativas futuras de avanco da incidéncia da
doenca sdo alarmantes, demonstrando que 0s paises precisam manter vigilancia
alimentar e nutricional, e desenvolver estratégias educacionais que mantenham a

populacao informada sobre os prejuizos organicos da obesidade, e que promovam
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modos alimentares e de atividade saudaveis, para atenuar o alto impacto econémico
com gastos em Saude Publica e do alto IMC sobre produtividade econémica, devido
a obesidade reduzir a produtividade no trabalho e causar aposentadoria prematura ou
morte (World Obesity Federation, 2023). Tais impactos podem ainda ser mais
agravados pelas comorbidades que a obesidade predispbe, como doencas
cardiovasculares, respiratérias, motoras, Diabetes mellitus, doenca hepéatica
gordurosa nao alcodlica, etc (Kiviméki et al., 2022). Esta ultima, é atualmente a
doenca hepética prevalente nos paises ocidentais, e sua incidéncia na populacao
mundial é de 32,4% (Riazi et al., 2022). Contudo sua ocorréncia pode ser superior a

75% quando se analisa somente os individuos obesos (Quek et al., 2023).

1.2 Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA)

Com o avancgo da obesidade a gordura passa a ser depositada em tecidos
ectopicos, dentre os quais se destaca o figado, o que conduz ao desenvolvimento da
DHGNA que é conceituada como acumulo de gordura hepatica que acomete mais que
5% dos hepatécitos, em individuos sem historico de consumo excessivo de alcool
(Bessone; Razori; Roma, 2019; Chalasani et al., 2018).

Essa doenca cronica consiste em um espectro de modificacBes histolégicas
hepaticas que se manifestam conforme a sua gravidade. Esse espectro inicia-se com
a esteatose hepatica simples que é determinada pelo aumento da deposicdo de
lipideos no figado, a qual com a progressao pode induzir inflamacédo, degeneracao
hepatocelular e deposicéo de colageno resultando na esteato-hepatite nao alcodlica.
Estes estagios da doenca sdo potencialmente reversiveis. Contudo, havendo
agravamento da lesédo hepética e fibrose, a esteato-hepatite ndo alcodlica podera
resultar em cirrose hepatica que € irreversivel, e que também pode conduzir ao
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (Contos et al., 2004).

Diferentes teorias foram postuladas para explicar a fisiopatologia da DHGNA,
como a teoria da patogénese de “dois insultos (two-hit)” ao figado, e a teoria dos
“‘multiplos insultos (multiple-hit pathogenesis)”. A primeira teoria afirma que a
esteatose hepatica € resultado da resisténcia a insulina, o que tornaria os hepatécitos
susceptiveis a acdo de um segundo “golpe”, como estresse oxidativo, deplecdo de

adenosina trifosfato (ATP) ou ataque de endotoxinas, resultando na inflamacgéo do
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figado, fibrose, cirrose e hepatocarcinoma. A segunda teoria, e atualmente mais
aceita, sugere o envolvimento de multiplos fatores patogénicos, como resisténcia a
insulina, hormonios liberados pelo tecido adiposo, fatores nutricionais, genéticos e
epigenéticos, que ocorrem em paralelo ou em sequéncia, e aliados a predisposi¢ao
do individuo podem causar diferentes estagios de gravidade da DHGNA (Lonardo et
al., 2017).

Independente da teoria postulada € consenso nas evidéncias cientificas de que
0s eventos que contribuem ao acumulo de gordura no figado e desenvolvimento da
DHGNA, podem envolver uma ou mais alteraces no metabolismo lipidico. Dentre
essas modificacdes esta o0 aumento do suprimento de acidos graxos (AGs) da
circulacdo para os hepatdcitos provenientes da alimentacao rica em lipideos, ou da
lipdlise exacerbada no tecido adiposo, em resposta a resisténcia a insulina (Bashir et
al., 2022; Bessone; Razori; Roma, 2019). No figado, os AGs nao utilizados, séo
reesterificados a triglicerideos e armazenados em vacuolos nos hepatdcitos (Duarte
et al., 2014).

A deposicao ectopica de gordura no figado também pode ocorrer pelo aumento
da via da lipogénese de novo. Esta é regularmente ativada quando ha saturacéo da
capacidade de armazenamento de glicogénio hepatico. Nessa situacdo, a glicose é
redirecionada a sintese de novo AG. Nesse processo a glicose é convertida a
gliceraldeido-3-fosfato, fosfoenolpiruvato e piruvato por meio da enzima piruvato
quinase hepética. A oxidacdo do piruvato produzido, gera acetil-CoA, e 0 excesso
desse acetil-CoA é direcionado a sintese de AG e em Ultima instancia em triglicerideo
(Sanders; Griffin, 2016). E importante ressaltar que esse processo ocorre
regularmente quando ha maior oferta de nutrientes, como por exemplo, apés a
alimentacdo, a qual aumenta a glicemia e aporte de glicose ao figado, sendo seu
excesso direcionado a novo AG. Contudo, a resisténcia a insulina pode aumentar o
aporte de glicose ao figado contribuindo para a maior producdo hepatica de novo AGs
(Smith et al., 2020).

Os triglicerideos produzidos no figado séo prioritariamente exportados para a
circulacdo pelas lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL). Dentre as etapas
envolvidas na sintese dessa lipoproteina, esta a transferéncia de triglicerideo para a
apolipoproteina B, realizada pela proteina microssomal de transferéncia de
triglicerideo (MTTP). A VLDL madura pode entéo ser secretada pelo figado. Portanto,

prejuizos na expressao ou atividade da MTTP podem causar reducéo da exportacao
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hepatica de VLDL, o que aumenta a deposicdo de triglicerideos em vacuolos nos
hepatocitos contribuindo para a instalacdo da DHGNA (Bessone; Razori; Roma,
2019).

Os AGs no figado sdo oxidados na via da B-oxidagdo peroxissomal ou
mitocondrial para a producdo de ATP. Neste processo, os AGs sédo ativados pela acil-
CoA-sintetase em acil-CoA no citosol e apos transferidos as organelas. Na via
peroxissomal sdo metabolizados principalmente AGs de cadeia longa com mais de 20
carbonos, sendo a enzima acil-CoA oxidase (ACO) responséavel por catalisar os
primeiros passos da oxidacdo dos AGs. A ACO ligada a flavina-adenina dinucleotideo
transfere elétrons derivados da desidrogenacdo do acil-CoA diretamente para o
oxigénio molecular, gerando peréxido de hidrogénio, que é entdo degradado pela
enzima catalase. Este processo também produz AGs de cadeia curta (6-8 carbonos)
gue sdo exportados para a mitocondria para completa oxidacdo (Schrader et al.,
2015).

Na B-oxidacao mitocondrial, os acil-CoA formados séo transportados através
da membrana mitocondrial externa pela enzima carnitina palmitoiltransferase (CPT) -
1, que os converte em acil-carnitina. Em seguida, estes sao transferidos para a matriz
mitocondrial pela enzima CPT-2, que por sua vez realiza o processo inverso ao da
CPT-1, formando novamente acil-CoA, que passa por ciclos de B-oxidacdo no qual
nicotinamida adenina dinucleotideo e flavina-adenina dinucleotideo sao formados, os
quais transferem seus elétrons para a cadeia respiratéria. Esses elétrons migram até
o citocromo-C-oxidase e o0s protons sdo expulsos a partir da matriz mitocondrial para
0 espaco intermembranar, criando um gradiente eletroquimico, cuja energia € utilizada
pela ATP sintase para a fosforilagdo da adenosina difosfato & ATP. A B-oxidacéo
ocorre predominantemente no estado de jejum, quando os valores de malonil-CoA
estdo baixos, pois este € um inibidor da CPT-1. Porém condi¢cdes como excesso de
energia ao hepatdcito, podem resultar em aumento de malonil-CoA, envolvido na
sintese de AGs, e em paralelo reduzir a B-oxidacéo, contribuindo ao acumulo de AGs
e triglicerideos no figado. Por outro lado, o aumento de suprimento de AGs ao figado,
e a sua maior utilizacdo via B-oxidacdo, pode resultar em acumulo hepético de
espécies reativas de oxigénio que também contribuiriam a patogénese da DHGNA
(Begriche et al., 2013; Bessone; Razori; Roma, 2019).

Enfim, apesar de serem supracitadas varias etapas do metabolismo lipidico que

modificados contribuem para a DHGNA, sua fisiopatologia é complexa envolvendo
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varias etapas do metabolismo intermediario e reguladores que podem ser modificados
e conduzirem ao desenvolvimento da doenca. O avanco cientifico tem demonstrando
que os vérios DEs, como fitoestrogenos, ftalatos, bifenilos, bisfendis, plastificantes
nao-ftalatos, inseticidas, fungicidas e herbicidas podem prejudicar o metabolismo
hepatico, portanto serem obeségenos, modificando varias das etapas metabdlicas
supracitadas e conduzir ao desenvolvimento de DHGNA (Cano et al., 2021; Ford et
al., 2017; Zhang et al., 2023).

1.3  Agrotoxicos e o Glifosato

De acordo com o 2° artigo da Lei n°.: 7.802, de 11 de julho de 1989, séo
considerados “agrotoxicos e afins, os produtos e os agentes de processos fisicos,
quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao
de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos” (Brasil, 1989). Conforme a finalidade, os agrotdxicos podem ser pesticidas
denominados inseticidas, fungicidas, herbicidas etc. O seu uso permitiu o aumento na
producédo agricola, importante para alimentar a populacdo em crescimento. Contudo
o trecho da Lei supracitada pode-se levar a falsas interpretacdes, pois isenta os
produtos quimicos sintéticos usados para tais fins de qualquer prejuizo ao ambiente
ou a saude. Atualmente, as evidéncias cientificas usando diferentes modelos
experimentais indicam que muitos dos pesticidas utilizados na agricultura podem agir
como DEs, e a exposicdo a concentracdes geralmente aceitas por agéncias
regulatérias podem predispor a doencas crbnicas, dentre as quais, a obesidade
(Jiang; Peng; Sun, 2022).

No Brasil, dentre os varios pesticidas empregados na agricultura, destacam-se
os herbicidas a base de glifosato (GF) [N-(fosfonometil) glicina] que representaram em
2019, 62% dos herbicidas utilizados no pais (Merotto et al., 2022).

O GF constitui o ingrediente ativo de mais de 750 herbicidas de amplo espectro
disponiveis comercialmente no mundo, incluindo varios que sao usados contra ervas
daninhas em plantagcdes geneticamente modificadas. Além de ser utilizado em

plantacbes da soja, os produtos que contém GF sdo autorizados no Brasil a serem
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administrados em culturas de algodédo, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-
acucar, citrus, coco, eucalipto, fumo, macad, mamao, milho, nectarina, pastagem, pera,
péssego, pinus, seringueira, soja, trigo e uva (ANVISA, 2019). Portanto, os
consumidores podem estar expostos ao herbicida ou seus residuos por diferentes
produtos e ndo somente pela alimentacdo. Enfatiza-se que a exposi¢do ao GF nao se
restringe a via oral, mas também as vias respiratérias e dérmicas, visto que este
produto € contaminante de aguas, solo e ar (Brovini et al., 2021; Londres, 2011).

O GF é herbicida ndo seletivo que inibe o crescimento das plantas através da
interferéncia na producdo de aminoacidos aromaticos essenciais por inibicdo da
enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), responsavel pela
biossintese do corismato, um intermediario da fenilalanina, tirosina e triptofano
(Roisch; Lingens, 1974; Schonbrunn et al., 2001). Esta via biossintética ocorre
somente em plantas, fungos, bactérias e alguns invertebrados, como vermes
(BENTLEY, 1990), sendo portanto postulado que os demais animais invertebrados e
os vertebrados estariam isentos das a¢des do herbicida. Porém, na tltima década tem
aumentado o numero de estudos que indicam que os herbicidas a base de GF (HBGs)
podem contribuir ao desenvolvimento de doencas cronicas degenerativas. Estudos
usando a exposi¢ao subcrdnica ou crbénica de ratos ou camundongos aos HBGs, tanto
em doses menores, quanto na dose de 50 mg de GF/kg/dia que se refere ao Nivel
Sem Efeitos Adversos Observaveis (NOAEL) para o GF (ESFA, 2015), demonstraram
prejuizos: no eixo hipotalamo-hipéfise (HH)-gbnadas (Romano et al., 2012; Ingaramo
et al., 2019), eixo HH-tireoide (De Souza et al., 2017), eixo HH-adrenal (Pandey;
Rudraiah, 2015), no figado e rins (Mesnage et al., 2015). Porém, mesmo com as
evidéncias experimentais supracitadas, e enfatizadas em revisao que demonstrou que
o GF apresenta 8 das 10 caracteristicas chaves (Mufioz; Bleak; Calaf, 2021) que
podem auxiliar a identificacdo de perigos intrinsecos dos produtos quimicos a saude,
e, portanto, designa-los a serem considerados DEs (La Merrill et al., 2020); o GF ainda

nao é oficialmente considerado um DE.

1.4 Herbicidas a Base do Glifosato, Obesidade e DHGNA

Em relacdo a obesidade, foi observado em roedores que a exposi¢do ao GF

pode ndo desencadear a doenca nos animais que estao diretamente expostos, mas
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que o GF causa modificacbes epigenéticas que sao transmitidas as geracdes
subsequentes, aumentando o risco de obesidade (Kubsad et al., 2019). Os efeitos
obesogénicos da exposicdo em humanos dos HBGs ainda sdo contraditérios na
literatura. Um estudo recente ao investigar se existe correlagéo entre a exposi¢cao aos
HBGs e a ocorréncia de obesidade em populagdes rurais no Rio Grande do Sul,
observou apenas correlagbes fracas entre o uso dos HBGs nas lavouras e a
prevaléncia de obesidade nas populacdes deste estado que eventualmente foram
expostas aos aerossois das pulverizagdes. Contudo, ao analisar outros estados
brasileiros que produzem soja, verificou correlacéo significativa entre o uso agricola
do HBGs e a obesidade grave em adolescentes, sugerindo a possibilidade de
ocorréncia de obesogenicidade transgeracional decorrente da exposi¢cao ao herbicida
(Bruchez, 2022).

Com relacdo a DHGNA, foi observado maior excrecao urinaria de GF e de seu
metabdlito primario, o acido aminometilfosféonico (AMPA) em individuos que tinham
esteatohepatite ndo alcodlica em relacdo aos que apresentavam somente esteatose
hepatica. Ainda, os valores de GF e AMPA urinérios foram maiores em mulheres do
gue em homens que tinham esteatose nao alcoolica (Mills; Caussy; Loomba, 2020).

Dados obtidos com a exposicdo ao GF isolado ou as formulacdes de HBGs tém
demonstrado que o herbicida pode modificar o metabolismo lipidico hepético. Em
ratos expostos por 35 dias a 50 e 500 mg de GF/kg/dia foi observado aumento da
expressdo génica de proteinas envolvidas na lipogénese de novo, porém sem
modificacdes histolégicas que indicavam esteatose hepética (Tang et al., 2017). A
exposicao a 200 mg de GF/kg na racao ofertada a galos por 180 dias causou, elevacéo
da concentracdo sérica e hepatica do herbicida, bem como esteatose hepatica, efeito
associado a reducédo da B-oxidacgédo, pois o grupo tratado com GF apresentou menor
expressdo génica do PPAR-a (receptor ativado por proliferadores peroxissomais do
tipo alfa) e CPT-1 (Lian et al., 2023). Em camundongos expostos a 250 ou 500 mg de
HBG/kg/dia por 30 dias, nédo foi observada esteatose hepatica, contudo o herbicida
causou estresse oxidativo, inchaco e ruptura das cristas mitocondriais, modificacdes
na expressao de proteinas envolvidas na fosforilacdo oxidativa e no metabolismo da
glicose, que contribuiram para a maior producdo hepatica de glicose via
gliconeogénese e acumulo de acetil-CoA e seu direcionamento para a lipogénese de
novo (Qi et al., 2023). Em camundongos que receberam 200 mg de [**C/**N]GF/kg

por 7 dias foi observado aumento do herbicida no figado, e também metabolismo
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hepatico do GF a AMPA e glioxilato. A maior concentracéo deste metabdlito no figado
dos camundongos tratados com 200 mg de GF/kg por 7 dias interagiu com residuos
cisteina e reduziu a atividade da acetil-CoA aciltransferase-1b e a acetil-CoA
aciltransferease-2, o que contribui para reducdo da [B-oxidacdo peroxissomal e
mitocondrial e acumulo de gordura no hepatocito (Ford et al., 2017).

Apesar dessas evidéncias, ainda nao foi demonstrado se o mecanismo pelo
qual, o GF pode causar prejuizos no metabolismo hepatico e predispor a DHGNA,
envolve sua interacdo com receptores. Dentre 0s Varios mecanismos que contribuem
para a manutencédo do metabolismo lipidico hepatico, esta a via de sinalizacao ativada
pelos estrogénios (Palmisano; Zhu; Stafford, 2017). E possivel que o herbicida possa
desencadear acdes desreguladoras sobre a sinalizacdo estrogénica no figado e
assim, contribuir ao acimulo de gordura neste tecido.

Os estrogénios agem nos tecidos-alvo desencadeando acdes gendmicas por
interagirem com as isoformas a e B do receptor de estrogénio (ERa e ERB). Apds a
interacdo do estrogénio aos ERs, estes dimerizam e no nucleo se ligam a regides
especificas do DNA denominadas elementos de resposta ao estrogénio (ERE),
regulando assim a expressdo génica. Os estrogénios também desencadeiam acdes
nao gendmicas via interacdo com o ER de membrana plasmatica acoplado a proteina
G (GPER30), ou com receptores de outros horménios (Arnal et al., 2017). O figado
expressa ambos tipos de receptores para estrogénio, contudo, o ERa tem
demonstrado ser o principal receptor envolvido na regulacao do metabolismo lipidico
em condicBes que conduzem ao desenvolvimento da DHGNA, como por exemplo a
privacdo de hormdnios ovarianos que ocorre apos a ovariectomia (Zhu et al., 2013).
A acdo protetora do ERa contra a esteatose hepética envolve a manutencdo da
exportacdo do triglicerideo via VLDL e a B-oxidagdo (Palmisano et al., 2016; Zhu et
al., 2013).

Em lagartos expostos por 3 semanas a 0.05 and 0.5 pg de GF/kg/dia foram
evidenciadas diferentes lesbes hepaticas, porém redugcdo e aumento,
respectivamente, da expressdo génica do ERa (Verderame; Scudiero, 2019). O
herbicida parece interferir de varias formas na acdo estrogénica, visto ter sido
reportado aumento da sensibilidade uterina ao estrogénio por induzir maior expressao
dos receptores ERa e ERB (Schimpf et al., 2018); e aumentar a proliferacéo de células
tumorais via ativacdo do ERa tanto por interagdo ou nao a este receptor (Mesnage et
al., 2017; Mufoz et al., 2023; Schimpf et al., 2018). Porém, na linhagem de hepatdcitos
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humano, HepG2, a incubacdo com HBGs, mas ndo com GF, a partir de 0,1 ppm
reduziu a atividade transcricional do ERa e ER[3, assim como a expressao génica e a
atividade da aromatase (Gasnier et al., 2009). Apesar desses dados conflitantes do
GF e/ou dos HBGs sobre a expressao ou ativagdo da via estrogénica no figado, eles
sao importantes porque evidenciam varias formas potenciais do herbicida poder agir
como DE e poder prejudicar a via de sinalizacao do estrogénio, o que pode contribuir
para demonstrar as diferentes formas do herbicida poder aumentar o risco ao
desenvolvimento da DHGNA.

Nossa hipotese é de que a exposicédo ao HBG, nas doses de 0,5 ou 50 mg de
HBG/kg/dia, ADI e NOAEL, respectivamente, em vigor (ANVISA, 2019; ESFA, 2015)
em camundongos fémeas em idade reprodutiva prejudique o metabolismo hepatico
conduzindo ao desenvolvimento da DHGNA. Tal efeito poderia ocorrer pelo HBG
desregular as acbes do estrogénio sobre o metabolismo lipidico no figado. Desta
forma, para evidenciar se as acdes hepaticas do HBG sobre parametros bioquimicos
e histopatoldgicos que caracterizam a DHGNA dependem da via estrogénica, o estudo
utilizara também grupo experimental submetido a ovariectomia bilateral. Este modelo
experimental por causar privacdo dos hormonios ovarianos, é ferramenta essencial
para evidenciar se 0s mecanismos fisiopatoldégicos em diferentes doencas crénicas,
incluindo a obesidade e DHGNA, sdo dependentes ou ndo da via de sinalizagdo dos
estrogénios (Camporez et al., 2013; Ding et al., 2013; Pinna et al., 2008; Zhu et al.,
2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar se a exposi¢cdo ao herbicida a base de glifosato (HBG) contribui ao
desenvolvimento de DHGNA em camundongos fémeas, em idade reprodutiva,
alimentadas com dieta normolipidica. Observar se a exposicdo ao HBG agrava o
desenvolvimento de DHGNA induzida por dieta hiperlipidica. Além disso, evidenciar

se os efeitos da exposicdo ao HBG sao relacionados aos hormdnios ovarianos.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar os efeitos da exposicdo ao HBG sobre sensibilidade a insulina,
parametros bioquimicos nutricionais e de lesdo hepéatica quando camundongos
fémeas estdo sob regime normolipidico ou hiperlipidico;

- Avaliar se a exposicédo ao HBG modifica a deposicdo de gordura hepatica e a
histomorfologia hepética e predispbe ao desenvolvimento de DHGNA, em fémeas
alimentadas com dieta normolipidica, ou quando sdo desafiadas com dieta
hiperlipidica;

- Observar se os efeitos da exposicdo ao HBG sobre os parametros

bioquimicos e morfolégicos hepaticos dependem dos horménios ovarianos.



21

3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas C57BI/6 de 90 dias de idade, obtidos
no Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Cascavel, PR) e
mantidos no Nucleo Avancado de Estudos da Vida (NAEVI) UEPG Campus Uvaranas
(Ponta Grossa, PR) sob condi¢cGes padronizadas de temperatura (21 + 2°C), umidade
e luminosidade (luzes acesas das 7h as 19h). Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEPG
(Processo n°.: 0533578/2021; Anexo A) e pela CEUA da Universidade Estadual do

Oeste do Parana (Protocolo n°.: 18-21; Anexo B).

3.2 Inducéo da Privagéo dos Hormonios Ovarianos

Para verificar se 0s potenciais efeitos da exposicdo ao HBG estavam
relacionados aos hormonios ovarianos, um grupo de camundongos fémeas foram
submetidas a ovariectomia bilateral, para assim causar privacdo dos horménios
ovarianos. Para tanto, primeiramente, as fémeas foram pesadas e receberam por via
intraperitoneal (IP) 100 mg de cetamina/kg de peso corporal; (Buitrago et al., 2008)] e
10 mg de xilazina /kg de peso corporal (Buitrago et al., 2008). Constatada a sedacéo,
as fémeas foram posicionadas lateralmente e na regido do flanco direito, entre a Gltima
costela e o quadril foi realizada a tricotomia dos pelos, pequena incisao da pele e
divulsionamento do tecido subcutaneo e musculatura, para se obter acesso a
cavidade abdominal. O ovario direito foi externalizado e imediatamente abaixo do
oviduto e na extremidade do utero, foi passado fio absorvivel formando sutura
circundante que separou completamente o Gtero do oviduto e ovario. Imediatamente
acima desta sutura, foi realizada incisédo resultando na retirada do oviduto, ovario e
tecido adiposo periovariano direitos. O utero foi cuidadosamente devolvido a cavidade
abdominal e procedeu-se a sutura separada da musculatura e da pele. Todo este
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procedimento foi realizado no lado esquerdo do camundongo para retirada do ovario
esquerdo.

Para mimetizar as mesmas condi¢fes que as fémeas ovariectomizadas foram
submetidas, os mesmos procedimentos foram realizados do lado direito e esquerdo
em outro grupo de fémeas, porém apos externalizacdo dos ovarios estes somente

foram massageados e devolvidos a cavidade abdominal.

3.3 Confirmacao da Inducao da Privacdo dos Hormonios Ovarianos

Apés 14 dias da ovariectomia bilateral, o esfregaco vaginal foi coletado,
diariamente das fémeas ovariectomizadas por 14 dias, com auxilio de conta-gotas
contendo solucéo de 0,9% de NaCl e colocado em laminas de vidro para visualizacao
em microscopio o6ptico. Somente fémeas ovariectomizadas que apresentaram
citologia em anestro por 14 dias consecutivos foram consideradas em menopausa

cirdrgica e portanto, em privacao dos horménios ovarianos.

3.4 Grupos Experimentais

Para avaliar se a exposicdo ao HBG contribui para o desenvolvimento de
DHGNA em camundongos fémeas em idade reprodutiva, e se os efeitos do herbicida
estéo relacionados aos hormoénios ovarianos; os camundongos fémeas, por 60 dias,
foram alimentados com dieta normolipidica (DN) comercial (Nuvilab CR1; Quimtia,
Colombo, PR, BRA) que provinha 3,68 kcal/g, dentre as quais 9,89 % das kCal eram

provenientes de gordura. Assim, as fémeas foram distribuidas nos seguintes grupos:

e Controle (CTL): fémeas que diariamente, por gavagem receberam, 0,2 mL de

agua destilada (veiculo);
e CTL submetido a exposicao de 0,5 mg/kg/dia de HBG (CTLO0.5): fémeas que

receberam diariamente, por gavagem, 0,2 mL de agua destilada contendo 0,5
mg/kg de HBG [Roundup Original® Mais, Monsanto do Brasil (Sdo José dos
Campos, SP, BRA); contendo 577 ¢g/L de sal de diaménio de N-
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fosfonometilglicina que corresponde a 480 g/L (48% m/v) do componente ativo
glifosato (N-fosfometilglicina)];

e CTL submetido a exposicédo de 50 mg/kg/dia de HBG (CTL50): fémeas que

receberam diariamente, por gavagem, 0,2 mL de agua destilada contendo 50
mg/kg de HBG;

e Ovariectomizado (OVX): fémeas OVX que receberam diariamente, por
gavagem, 0,2 mL de veiculo;

e OVX submetido a exposicdo de 0,5 mg/kg/dia de HBG (OVX0.5): fémeas
OVX que receberam diariamente, por gavagem, 0,2 mL de agua destilada
contendo 0,5 mg/kg de GBH;

e OVX submetido a exposicdo de 50 mg/kg/dia de HBG (OVX 50): fémeas
OVX que receberam diariamente, por gavagem, 0,2 mL de agua destilada
contendo 50 mg/kg de GBH).

Para avaliar se a exposi¢cdo ao HBG agravava o desenvolvimento de DHGNA

induzido por dieta hiperlipidica em camundongos fémeas, em idade reprodutiva,
submetidas ou nado a privacao dos horménios ovarianos, outro grupo de camundongos
fémeas CTL, CTLO.5, CTL50, OVX, OVX0.5 e OVX50 prosseguiram o periodo de
exposicao ou ndo ao HBG por 60 dias, totalizando, portanto, 4 meses de exposicao,
e nestes 2 ultimos meses do periodo experimental foram alimentados com dieta
hiperlipidica (DH).

A racdo DH foi preparada a partir da DN comercial (Nuvilab CR1; Quimtia,
Colombo, PR, BRA), sendo adicionado banha (Aurora, Chapecé, SC, BRA) e 6leo de
soja para aumentar o teor lipidico; e para correcao do teor proteico, foi adicionada a
proteina caseina (PragSolucdes, Jau, SP, BRA). Esta dieta fornecia no total 5,58

kcal/g, sendo 60% das kcal provenientes das gorduras.

3.5 Teste de Tolerancia a Insulina

Na ultima semana do periodo experimental, tanto dos grupos experimentais
alimentados com DN quanto com DH, os camundongos fémeas apés 2h de jejum,
foram pesados, e na sequéncia foi verificada a glicemia (tempo 0), usando
glicosimetro (G-TECH Free, Accumed-Glicomed, Duque de Caxias, RJ, BRA), com o

sangue coletado por corte de 2 mm feito na ponta da cauda. Em seguida os
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camundongos receberam uma injecao IP de 1 Ul de insulina/kg de peso corporal e a
glicemia foi novamente verificada aos 4, 8, 12, 16 e 20 minutos apos a aplicacéo do
hormoénio. A taxa constante de reducéo da glicemia (Kitt) foi calculada a partir da
férmula 0,693/t12 x 100, sendo t12 0 tempo necessario para reduzir metade da glicemia
basal, e foi calculado pela inclinacdo da curva de decaimento da glicemia (Bonora et
al., 1989), com o auxilio do programa Prism 9.0 (GraphPad Software, Boston, MA,
EUA), os valores da glicemia obtidos durante o teste foram convertidos em Ln e ap0s
submetido a regresséo linear, sendo o valor do “Slope” multiplicado por 100 (%min).

3.6 Avaliacdo dos Parametros Nutricionais Bioquimicos Plasmaticos e Indicadores de

Lesdo Hepatica

Na ultima semana do periodo experimental, tanto dos grupos experimentais
alimentados com DN quanto com DH, procedeu-se a coleta de sangue dos diferentes
grupos experimentais nos estados de 12h de jejum e alimentado. Para tanto, a coleta
foi realizada com no minimo de intervalo de 2 dias em cada fémea para cada condicdo
nutricional. O sangue foi obtido por pequeno corte na ponta da cauda, e apés
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos para obtencédo do plasma, no qual usando
kits colorimétricos da Quibasa-Bioclin (Belo Horizonte, MG, BRA) foram mensurados
triglicerideos (catalogo: K117), colesterol total (catdlogo: K083), albumina (catalogo:
K040), proteinas totais (catalogo: K031), e a atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) (catalogo: KO34) e alanina aminotransferase (ALT) (catélogo:
K035), indicadoras de lesdo hepética (Chen, 2022). Os valores de glicemia e
trigliceridemia em jejum de cada camundongo fémea foram usados para obten¢éo do
indice de resisténcia a insulina TyG, através do célculo: Ln[triglicerideos (mg/dL) x

glicemia (mg/dL)/2] (Simental-Mendia; Rodriguez-Moran; Guerrero-Romero, 2008).

3.7 Avaliacéo da Obesidade

Apbs 60 ou 120 dias da exposi¢cdo ou ndo ao HBG, no grupo alimentado com
DN ou DH, respectivamente, os camundongos fémeas foram submetidos a 12h de
jejum e posteriormente pesados e em seguida, eutanasiados por decapitacao.
Subsequentemente, foi realizada laparotomia para dissecacdo e pesagem dos

estoques de tecido adiposo branco abdominais, para avaliagdo da deposicédo de
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gordura abdominal total. Além disso, o figado também foi dissecado e pesado e
armazenado a -80°C para posterior extracdo de gordura ou direcionado ao

processamento histologico.

3.8 Extracao de lipideos do figado

Um fragmento de aproximadamente 100 mg do figado coletado de cada fémea
foi homogeneizado em solucdo composta de 2 partes de cloroférmio e uma parte de
metanol (v/v), e posteriormente incubado overnight a temperatura ambiente. As
amostras foram filtradas, evaporadas, e ap0s o precipitado foi suspendido com alcool
isopropilico para dosagem de triglicerideos e colesterol total utilizando-se Kkits
comerciais (catalogo: K117 e K083, Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG, BRA)
(Folch; Lees; Sloane Stanley, 1957).

3.9 Avaliacéo histopatologica da DHGNA

Um fragmento do figado de cada fémea foi fixado em formol de Carson 10% por
48h. Apos, o tecido foi desidratado em etanol, diafanizado em xilol e incluido em
paraplast (Leica Biosystems, Richmond, Virginia, EUA). Sec¢cbes de 5 pm de
espessura foram obtidas, com espagcamento de 100 um entre elas. As secc¢des foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE). Para a andlise histopatoldgica, 2 seccoes
do figado de cada fémea foram registradas em magnificacao de 1000x com auxilio de
microscoépio 6ptico (Olympus BX41TF, Olympus Optical do Brasil, Sdo Paulo, SP,
BRA) contendo camera acoplada (Olympus DP72, Olympus Optical do Brasil, Sao
Paulo, SP, BRA), sendo no total registrados 16 campos aleatérios para cada secgao.

A anélise da DHGNA foi realizada conforme descrito previamente por Liang et
al. (2014). Para tanto, primeiramente, com o0 auxilio do programa livre FIJI Image J
(https://imagej.net/software/fiji/downloads), foram contabilizados os hepatécitos de
cada campo e apés, foram contados manualmente os hepatécitos que apresentavam
inclusdes lipidicas, classificando as inclusbes em microvesiculares, quando estas

eram goticulas lipidicas citoplasmaticas pequenas sem deslocarem o nucleo do
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hepatocito para a periferia; ou em macrovesiculares, quando haviam inclusées
lipidicas citoplasmaticas grandes ou pequenas e que deslocavam o nucleo do
hepatocito para a periferia. Subsequentemente, o numero de hepatdcitos com
inclusdo microvesicular ou macrovesicular foi multiplicado por 100 e dividido pelo
namero de hepatocitos do campo analisado. Estes percentuais foram utilizados para
o estadiamento da esteatose microvesicular e macrovesicular em: 0 (< 5% dos
hepatécitos com esteatose), 1 (5—-33% dos hepatdcitos com esteatose), 2 (33-66%
dos hepatdcitos com esteatose) e 3 (> 66% dos hepatdcitos com esteatose). Além
disso, foram contabilizados em cada campo analisado os hepatdcitos hipertréficos,
cuja caracteristica eram apresentar tamanho celular de mais de 1,5 vez o didametro
normal dos demais hepatécitos do campo analisado. O percentual de hepatdcitos
hipertroficos foi utilizado para o estadiamento da hipertrofia em: 0 (< 5% dos
hepatdcitos com hipertrofia), 1 (5—-33% dos hepatocitos com hipertrofia), 2 (33—-66%
dos hepatdcitos com hipertrofia) e 3 (> 66% dos hepatdcitos com hipertrofia). Para
andlise da inflamacdo foram fotografados, com magnificagdo de 200x, 5 campos
aleatorios das duas seccgdes histoldgicas cuja analise da esteatose e hipertrofia foram
analisadas. Os aglomerados de 5 ou mais células inflamatérias foram manualmente
contados, e a média dos focos inflamatérios obtidos nos 5 campos analisados por
seccao foi utilizada para o estadiamento da inflamacdo em: 0 (< 0,5 foco inflamatdrio),
1 (0,5-1,0 foco inflamatério), 2 (1,0-2,0 focos inflamatérios), 3 (> 2,0 focos
inflamatérios). Por fim, o somatério dos estadiamentos obtidos para esteatose
microvesicular, macrovesicular, hipertrofia e inflamacéo foi realizado para obtencéo
do estadiamento da DHGNA (Liang et al., 2014).

3.10 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM) e
como o tratamento dos camundongos fémeas era composto pelas variaveis
independentes: hormonal (devido a privagcao ou ndo aos hormdnios ovarianos) e HBG
(exposicao ou ndo ao herbicida), os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguidas de Tukey utilizando-se o programa GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software, Boston, MA, EUA). p < 0,05 foi adotado como critério de significancia.



4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal e adiposidade abdominal

Na figura 1 estéo representados o peso corporal e o conteudo total de gordura
abdominal obtidos ao final do periodo experimental de camundongos fémeas expostas
ou ndo ao HBG e alimentadas com DN por 2 meses. A analise de variancia de 2 vias,
reportou efeito da restrigdo aos hormonios ovarianos sobre o peso corporal (p < 0,01;
Fig.: 1A) e gordura abdominal total (p < 0,0001; Fig.: 1B). Contudo o pés-teste
realizado somente reportou aumento do peso da gordura abdominal total das fémeas
OVX em relagéo as CTL (p < 0,05) e CTLO.5 (p < 0,03; Fig.: 1B).

Figura 1 - Média = EPM do peso corporal (A) e do peso da gordura abdominal total (B) obtidos apos 2
meses de exposi¢édo ou ndo ao HBG e a alimentag&o com dieta normolipidica (DN) de fémeas CTL (n
=9), CTL0.5(n=9), CTL50 (n=11), OVX (n=7), OVXO0.5 (n =10) e OVX50 (n = 12). Dados analisados
por ANOVA de 2 vias seguida de Tukey. * indica diferenca estatistica das fémeas OVX em relacéo as
CTL e CTLO.5 (p < 0,05).
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Fonte: O autor.

Na figura 2 podem ser observados o peso corporal final e o peso da gordura
abdominal total em camundongos fémeas CTL e OVX expostas ou ndo ao HBG por 4
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meses e que nos ultimos 2 meses do periodo experimental foram alimentadas com
DH. Para ambos os parametros de avaliacdo da obesidade, a analise de variancia de
2 vias, reportou somente efeito da restricdo aos hormoénios ovarianos (p < 0,0001),
sendo observado que a ingestao de DH resultou em maior peso corporal nas fémeas
OVX e OVX50, quando comparadas as CTL (p < 0,001 e p < 0,05; Fig.: 2A); e maior
adiposidade abdominal nos grupos com restricdo hormonal ovariana, OVX, OVX0.5 e
OVX50 (Fig.: 2B).

Figura 2 - Média = EPM do peso corporal (A) e do peso da gordura abdominal total (B) obtidos apos 4
meses de exposi¢cdo ou ndo ao HBG e a alimentacéo com dieta hiperlipidica (DH) por 2 meses, em
fémeas CTL (n = 11), CTLO.5 (n = 12), CTL50 (n = 10), OVX (n = 15), OVXO0.5 (n = 13) e OVX50 (n =
12). Dados analisados por ANOVA de 2 vias seguida de Tukey. As linhas sobre as barras indicam as

diferencas estatisticas entre os grupos, sendo *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.
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4.2 Parametros bioquimicos plasmaticos e de sensibilidade a insulina

Na Tabela 1 podem ser observados os parametros bioquimicos plasméaticos
nutricionais e de indicadores de lesédo hepéatica de camundongos fémeas CTL e OVX,
expostas ou ndo ao HBG, e alimentadas com DN por 2 meses. Somente para a
glicemia no estado alimentado a ANOVA de 2 vias reportou efeito hormonal (p < 0.05),
da exposicédo ao HBG (p < 0.05) e interagao entre estes fatores (p < 0.01). Contudo,
a comparacao multipla demonstrou apenas que fémeas OVX0.5 apresentaram maior
glicemia de alimentado do que as fémeas CTL (p <0,01) e OVX50 (p < 0,01; Tab.: 1).
A concentracédo de lipideos ou proteinas plasméticos, ou a atividade das enzimas AST
e ALT, bem como o indice de resisténcia a insulina TyG, ndo apresentaram
modificacdes pela restricdo aos horménios ovarianos ou pela exposicao por 2 meses
ao HBG (Tab.: 1).

Tabela 1 - Pardmetros bioquimicos nutricionais em camundongos fémeas CTL ou OVX expostas ou
nédo ao HBG por 2 meses e alimentadas com dieta normolipidica (DN).

CTL CTLO.5 CTL50 OoVvX OVX0.5 OVX50
DN DN DN DN DN DN
Glicemia 87,7+3/4 79,1 +£3,7 83,1+6,0 101,1+4,4 93,3+£6,0 93,7+7,1
(mg/dL)
Alimentado 131,7+£6,2 152,3+5,1 155,7+£5,2 162,8+£8 171,3 £ 8,2* 140,4 £ 5,5#
Triglicerideos 444+ 2.7 39,2+35 425+27 349+13 418+2,1 38,8+3,0
(mg/dL)
Alimentado 439+ 3,6 63,8+ 6,1 57,7+5,7 48,4 + 3,2 55,5+4,8 50,3+5,5
Colesterol 100,3+6,2 1006 +7,5 112,7+116 94,0+3,1 92,3+3,6 98,1+5,0
total (mg/dL)
Alimentado 108,0 + 8,6 106,2+6,3 107,5+54 98,4+4,6 108,9 + 6,6 96,4+ 4,7
AST (U/mL) 275+3/4 20,5+4,3 26,5+3,8 36,8+4,6 38,7+5,1 38,1+45
ALT (U/mL) 153+1,2 155+1,2 183+1,4 19,7+ 2,7 145+1,3 140+1,1
Albumina 1,8+0,1 19+0,1 1,8+0,1 1,8+0,1 1,9+0,1 1,8+0,1

(g/dL)
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Proteinas
totais (g/dL)

indice TyG

Jejum

Jejum

39+0,1

7,7+0,1

40+0,1

7,7+0,1

4,4+0,2

7,7+0,1

4,0+£0,1

78+0,1

41+0,1

78+0,1

38+0,1

78%0,1

Dados sao médias + EPM e foram analisados por ANOVA de 2 vias seguida de Tukey (p < 0,05). *indica

diferenca estatistica entre OVX0.5 e CTL; #indica que OVX0.5 é diferente do OVX50. Fonte: O autor.

Os parametros bioquimicos plasmaticos em fémeas expostas ao HBG por 4
meses e que consumiram DH nos ultimos 2 meses do periodo experimental, podem
ser observados na Tabela 2. Foi observado somente efeito da restricdo dos hormoénios
ovarianos sobre a glicemia de jejum (p < 0,0001) e alimentado (p < 0,05). Contudo, na
comparacao multipla, foi verificado somente aumento da glicemia de jejum nos grupos
OVX e OVX0.5 emrelacdo ao CTL (p < 0,05 e p<0,01; Tab.: 2). A exposi¢cao ao HBG
apresentou efeito somente sobre a concentracao de triglicerideos e proteinas totais
no jejum (p < 0,02), porém pela comparagdo multipla foi observado apenas redugéo
na concentracdo de proteinas totais no grupo CTL50, quando comparado ao CTL (p
<0,05; Tab.: 2). Nao foram observadas modificacdes na colesterolemia, alouminemia,
atividade plasmatica das enzimas AST e ALT, e no indice de resisténcia a insulina,
TyG, entre os grupos CTL e OVX que foram ou ndo expostos ao HBG por 4 meses e

consumiram DH.

Tabela 2 - ParAmetros bioquimicos nutricionais em fémeas CTL ou OVX expostas ou ndo ao HBG por

4 meses e alimentadas com dieta hiperlipidica (DH) nos ultimos 2 meses do periodo experimental.

CTL CTLO.5 CTL50 OVX OVX0.5 OVX50
DH DH DH DH DH DH
Glicemia Jejum 110,3+ 3,8 107,2+5,2 106,7+8,1 128,0+4,3* 132,5+8,5*% 120,475
(mg/dL)
Alimentado 163,1+4,8 172,6 £ 6,5 171,8 £ 9,7 179,1+8,1 190,1 + 8,3 178,7+ 4,2
Triglicerideos Jejum 63,8 + 6,3 53,5+5,3 52,0+ 6,3 67,6+7,6 49,4 + 6,8 44,8 £ 4,8
(mg/dL)
Alimentado 53,5+5,9 62,8 +5,1 64,8+ 6,4 67,1+5,9 63,6 +7,4 63,2+ 6,5
Jejum 100,0+£5,9 96,5+8,7 87,1+75 104,8 £6,5 97,3+3,2 104,771
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Colesterol
total (mg/dL)

AST (U/mL)
ALT (U/mL)

Albumina
(g/dL)

Proteinas
totais (g/dL)

indice TyG

Alimentado
Jejum

Jejum

Jejum

Jejum

Jejum

130,5+5,8
83,3+9,5
18,3+2,2

19+0,1

46+0,2

8,0+0,1

114,8 +10,7 131,3+10,7

74,7 £ 6,7
19,8+ 2,2

1,8+0,1

43+0,2

79+0,1

70,7+ 4,9
198+2,1

1,8+0,1

3,7+0,1°%

79+0,2

133,4+9,3
67,8+3,1
22,6+2.2

1,8+0,1

4,4+ 0,2

82%0,1

131,8 +3,9
71,6 +6,9
253+27

1,8+0,1

4,4+0,2

79%0,2

129,7+6,0
615+51
20,8+2.3

1,8+0,1

4,1+0,2

7,7+0,1

Dados sao médias + EPM e foram analisados por ANOVA de 2 vias seguida de Tukey (p < 0,05). *indica
diferenca estatistica entre OVX e CTL; #indica que OVX0.5 é diferente do CTL; $indica que OVX50 é

diferente do CTL. Fonte: O autor.

Nas Figuras 3A e 3B podem ser observados os valores da glicemia durante o

teste de tolerancia a insulina de camundongos fémeas expostas ou ndo ao HBG e

alimentadas com DN por 2 meses. A glicemia basal ndo diferiu entre os grupos

estudados. Apds a administracéo de insulina, a glicemia apresentou reducao a partir

dos 8 minutos do teste, ndo sendo observadas modificagées induzidas pela restricao

dos horménios ovarianos ou pela exposicao ao HBG nos valores de glicose plasmatica

entre 0os grupos estudados (Fig.: 3A e 3B). A constante de decaimento da glicemia,

Kitt, também apresentou valores similares entre fémeas CTL e OVX expostas ou ndo

ao HBG (Fig.: 3C).
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Figura 3 - Média + EPM da glicemia durante o teste de tolerancia a insulina (A e B) e da constante de
decaimento da glicemia (C) em camundongos fémeas CTL (n = 7), CTLO.5 (n =7), CTL50 (n = 6), OVX
(n = 6), OVX0.5 (n = 5) e OVX50 (n = 5) submetidas a 2 meses de exposi¢cdo ou ndo ao HBG e a
alimentac&o com dieta normolipidica (DN). Dados analisados por ANOVA de 2 vias seguida do pos-teste
Tukey.
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Fonte: O autor.

BN

O teste de tolerdncia a insulina realizado na Uultima semana do periodo
experimental em fémeas CTL e OVX expostas ou ndo ao HBG por 4 meses e
alimentadas com DH por 2 meses, esta representado na Figura 4. Nao foram
observadas diferencas entre os grupos estudados na concentracao plasmatica de
glicose antes ou apds a administracdo de insulina (Fig.: 4A e 4B), bem como nos
valores de Kitt (Fig.: 4C).
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Figura 4 - Média + EPM da glicemia durante o teste de tolerancia a insulina (A e B) e da constante de
decaimento da glicemia (C) em camundongos fémeas CTL (n = 7), CTLO.5 (n = 8), CTL50 (n = 9), OVX
(n = 10), OVX0.5 (n = 8) e OVX50 (n = 9) submetidas a 4 meses de exposi¢do ou ndo ao HBG e a
alimentacdo com dieta hiperlipidica (DH) nos 2 (ltimos meses do periodo experimental. Dados
analisados por ANOVA de 2 vias seguida do pos-teste Tukey.
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Fonte: O autor.

4.3 Conteudo de Lipideos e Histopatologia Hepaticos

A Figura 5 apresenta a avaliacéo bioguimica e histopatoldgica da deposicéo de
gordura em camundongos fémeas expostas ou ndo ao HBG e alimentadas com DN
por 2 meses. O peso do figado ndo foi modificado pela restricdo hormonal e/ou
exposicao ao HBG (Fig.: 5B). Foi observado somente efeito da restricdo hormonal
sobre o conteudo de triglicerideos (p < 0,02) e colesterol (p < 0,05), contudo na
comparacao multipla ndo foram obtidas diferencas estatisticas entre os grupos CTL e
OVX (Fig.: 5B e 5C). Ao nivel microscopico, foi observado nas seccdes histoldgicas
de todos 0s grupos experimentais que os hepatoécitos estavam distribuidos em linhas
e apresentando nucleo central. Com relacdo as caracteristicas histopatoldgicas da
DHGNA, foram observados escassos hepatécitos com inclusées macrovesiculares ou
gue estavam hipertréficos, ou focos de infiltrados inflamatorios, assim, o estadiamento
para estas caracteristicas patolégicas da doenca foi zero para todos 0s grupos.
Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica é importante ressaltar que no

grupo OVX, 75% das seccbes histologicas do figado tinham hepatécitos com
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inclus@es lipidicas do tipo esteatose microvesicular com estadiamento 1 ou leve (Fig.:
5A) e 25% apresentaram estadiamento 0, o que resultou em estadiamento para
esteatose microvesicular de 0,75 = 0,18, sendo 0os mesmos valores obtidos para o
estadiamento da DHGNA (Fig.: 5E). Nos grupos expostos ao HBG, independente da
restricdo aos hormoénios ovarianos, o percentual de seccdes com hepatdcitos
contendo ou nao inclusbes microvesiculares também apresentou variacao (CTLO.5
estadiamento 0 = 54%, 1 = 9% e 2 = 36%,; CTL50 estadiamento 0 = 43%, 1 =41% e
2 = 16%; OVXO0.5 estadiamento 0 = 50% e 1 = 50%; e OVX50 estadiamento 0 = 59%,
1=33% e 2 = 8%), 0 que contribuiu para o estadiamento da DHGNA (Fig.: 5E).



35

Figura 5 - (A) Imagens representativas de sec¢des histolégicas do figado de camundongos fémeas
expostas ou ndo ao HBG e alimentadas com DN por 2 meses. Coloracéo: HE. Barra de escala = 40 pum.
Média + EPM do peso do figado (B), da concentracéo hepatica de colesterol (C) e de triglicerideos (D),
e do estadiamento da DHGNA (E) de camundongos fémeas CTL (n = 3-7), CTL0.5 (n = 6-8), CTL50 (n
= 6-11), OVX (n = 6), OVX0.5 (nh = 6-9) e OVX50 (n = 6-11). Dados analisados por ANOVA de 2 vias
seguida do pos-teste Tukey.
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A avaliacdo bioquimica e histopatoldégica da deposicdo de gordura em
camundongos fémeas expostas ou ndo ao HBG por 4 meses, e alimentadas com DH
nos ultimos 2 meses do periodo experimental, pode ser visualizada na Figura 6.
Fémeas submetidas a restricdo dos hormdénios ovarianos apresentaram menor peso
do figado, comparadas as fémeas CTL (p < 0.0001; Fig.: 6B). A ANOVA de duas vias
identificou apenas efeito da exposi¢céo ao HBG (p < 0,005) e interagéo (p < 0,02) sobre
o conteudo de colesterol hepético, sendo observado aumento nas fémeas OVX50, em
relacdo aos demais grupos OVX e aos CTLs (Fig.: 6C). Com relacdo ao contetudo
hepéatico de triglicerideos foi observado efeito hormonal (p < 0,0001), da exposi¢cao ao
HBG (p < 0,0001) e interacdo entre os fatores (p < 0,01), sendo observado aumento
de triglicerideos hepatico nas fémeas CTLO0.5, em relacdo aos demais grupos CTL e

aos submetidos a restricdo dos horménios ovarianos (Fig.: 6D).

A analise histopatolégica evidenciou escassos hepatdcitos com inclusées
macrovesiculares ou que estavam hipertréficos, ou focos de infiltrados inflamatérios,
assim, o estadiamento para estas caracteristicas patologicas da doenca foi
aproximadamente zero para todos os grupos. A ANOVA indicou efeito da restricao
aos hormonios ovarianos (p < 0,05) e da exposicéo (p < 0,02) sobre o estadiamento
da DHGNA, contudo ndo foram obtidas diferencas estatisticas entre 0os grupos na

comparacao multipla (Fig.: 6 E).
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Figura 6 - (A) Imagens representativas de seccdes histolégicas do figado de camundongos fémeas
submetidas a 4 meses de exposi¢cao ou ndo ao HBG e a alimentagao com dieta hiperlipidica (DH) nos 2
ultimos meses do periodo experimental. Coloragdo: HE. Barra de escala = 40 um. Média £ EPM do peso
do figado (B), da concentracéo hepatica de colesterol (C) e de triglicerideos (D) e do estadiamento da
DHGNA (E) de camundongos fémeas CTL (n = 7), CTL0.5 (n =9), CTL50 (n =7), OVX (n =7), OVX0.5
(n=7) e OVX50 (n = 7). Dados analisados por ANOVA de 2 vias seguida do pés-teste Tukey.
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5 DISCUSSAO

Em nosso estudo demonstramos que quando houve restricdo de hormdnios
ovarianos em camundongos fémeas, 0s animais apresentaram um aumento da
gordura abdominal total quando alimentados com DN, por dois meses. Esta
diminuicdo dos niveis hormonais, permite a ocorréncia de alteracdes metabdlicas,
regulacao do metabolismo de lipidios, aclcares, e sua falta pode afetar negativamente
0 metabolismo energético, corroborando com estudos, que demonstram que a baixa
taxa hormonal deste periodo predispde ao ganho de peso e aumento da adiposidade,
direcionando a perda de massa magra e o aumento da distribuicdo de gordura
corporal, caracterizado pela diminuicao da lipase lipoproteica, direcionando o acumulo
de tecido adiposo em depdsitos centrais (Gold, 2011, Blumel et al., 2014 e Meirelles,
2014).

Contudo, nos animais submetidos a DH, descrito anteriormente (LI J et
al.,2020), observou por meio de um modelo experimental, o aumento de adiposidade
em 4 linhagens de camundongos, sendo uma delas a mesma utilizada nesta pesquisa,
guando submetidos a uma dieta rica em gordura apresentam perfil lipidico, nivel de
glicose e principais citocinas inflamatérias alterados. Assim nosso estudo identificou
gue para ambos os parametros de avaliacdo da obesidade em animais tratados com
DH por 2 meses, houve um efeito da restricdo aos hormonios ovarianos, destacando
um aumento do peso corporal total e uma maior adiposidade abdominal. No estudo
de Leeners et al.,2017, mostra um importante papel dos horménios ovarianos, mais
especificamente estrogenos, nas causas da obesidade em mulheres e a relacdo da
adiposidade. A diminuicdo do estrogénio apds a menopausa aumenta os estoques de
tecido adiposo visceral e diminuem os percentuais de massa magra corporal, ainda
gue ndo dimensionado seu efeito. Outros dois autores (Kanaley et al., 2001,
Franklin et al.,, 2009) demonstraram em seus estudos por meio de ressonancias
magnéticas feitas em mulheres americanas, tanto o tecido adiposo abdominal quanto
o visceral aumentou no periodo caracterizado pela diminuicdo dos horménios
ovarianos, tendo como destaque um aumento visceral de deposito de gordura. Além,
de outros estudos que se utilizaram do método de absorciometria de raios X de dupla
energia (DEXA) para detectar regides especificas com acumulo de gordura e

densidade mineral 6éssea, que tem o propdsito de diferenciar depdsitos de gordura
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subcutéanea e intra- abdominal (Kaul et al .,2012), que por sua vez identificou

novamente uma relacédo entre o periodo de diminuicdo da taxa hormonal ovariana
como aumento do depdsito visceral de gordura (Svendsen et al .,1995; Trémollieres et
al .,1996; Gambacciani et al .,1999; Lovejoy et al .,2008).

@) tecido adiposo, além de servir como reserva energética, produz
uma variedade de citocinas inflamatdrias, como € o caso da proteina quimiotatica de
monaocitos 1 (MCP-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(Guzik et al., 2006). Com a diminui¢ao da taxa hormonal, o excesso de peso pode ser
determinante quanto ao evento e resisténcia a insulina, além de contribuir para o
aumento da leptina e da resistina, bem como reducdo da adiponectina e da grelina,
contribuindo para o aumento de riscos cardiovasculares (Chu et al., 2006). Deste
modo, identificamos que o parametro bioquimico da glicemia dos animais no estado
alimentado, submetidos a DN por 2 meses, foi maior no que diz respeito a privacao
hormonal quando comparados com animais CTL, apontado em outras pesquisas onde
na transicdo da fase reprodutiva, onde ha a privacdo hormonal, a mulher apresenta
aumento do risco para ocorréncia de DCNTs, em especial as relacionadas a prejuizos
no metabolismo da glicose e de lipideos (Chen; Madak-Erdogan, 2018; Distefano,
2020; Slopien et al., 2018; Suzuki; Abdelmalek, 2009). As modificagcbes no
metabolismo intermediario observadas em mulheres na pds-menopausa em relacao
as que estdo na pré-menopausa ou em idade reprodutiva, sdo observadas em
mulheres com restricdo de hormoénios ovarianos (MATSUO et al., 2016; WAKATSUKI,
SAGARA, 1995) e adequadamente reproduzidas em roedores fémeas submetidas a
ovariectomia bilateral, assim como o modelo experimental usado em nosso estudo.
ROGERS et al. (2009) também relatou em seu estudo que o aumento da adiposidade
e ganho de peso em fémeas C57BIl/6J que foram ovariectomizadas ocorreu sem
alteracdo na ingestdo alimentar. Dentre essas alteracdes metabolicas supracitadas,
outras pesquisas destacam gque a pds-menopausa aumenta a lipogénese hepética e
esteatose (De Oliveira et al., 2016; Gutierrez-Grobe et al., 2010; Liao et al., 2015;
Pallier; Aubert; Lemonnier, 1980; Ryu et al., 2015).

Com relacao a prejuizos na homeostase da glicose em ratas que consumiram
por 2 meses DH, foi identificado um aumento na glicemia de jejum nas fémeas OVX e
OVX0,5 como esperado (Yonezawa et al., 2012; Pae et al., 2018), porém nao foi

observado alteracbes na colesterolemia, albuminemia, atividade plasmatica das
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enzimas AST e ALT, e no TyG, o que difere do estudo feito com a exposi¢ao de ratos
Wistar ao HBG nas concentragdes de 4,87, 48,7 ou 487 mg/kg a cada 2 dias, durante
75 dias, onde demonstrou que o0 uso prolongado destas doses de glifosato
aumentaram liberacdo das enzimas hepaticas AST e ALT no soro destes animais, 0
que indicou um quadro de lesédo hepatica irreversivel (Benedetti et al., 2004). Efeitos
semelhantes foram evidenciados em doses de 269,9 mg/kg e 134,95 mg/kg de HBG
a cada 2 dias, durante 2 semanas, o tratamento dos animais induziu o extravasamento
das enzimas intracelulares hepaticas ALT e AST (EI-Shenawy, 2009). Sugerimos que
essa alteracdo nao foi identificada em nossa pesquisa pela dose empregada de HBG.

Quanto aos valores da glicemia durante o teste de tolerancia a insulina dos
animais expostos ou ndo ao HBG submetidos tanto a DN e DH, evidenciou que o0s
valores da concentracdo plasméatica de glicose antes ou ap6s a administracdo da
insulina ndo apresentou diferencas entre 0s grupos estudados, divergindo como por
exemplo em uma pesquisa que identificou que quando, ratos machos albinos Wistar
receberam durante 16 semanas 50 mg, 100 mg e 250 mg/kg peso de GP via oral, foi
observado um impacto no desenvolvimento da resisténcia a insulina, onde apos a
administracdo da insulina via oral, o maior aumento no nivel sérico de insulina foi
observado apdés 30 minutos e persistiu alto por mais de uma hora, demonstrando
alteracdes na funcéo da insulina (Prasad et al.,2022). Outros resultados de pesquisas
recentes in vivo mostraram que a exposicdo ao GP causou hiperglicemia,
dislipidemia, aumento da hemoglobina glicada (HbAlc), funcdo hepética, perfil da
funcao renal e marcadores de estresse oxidativo de forma dose-dependente, além da
hemoglobina e as enzimas antioxidantes foram significativamente reduzidas em
animais induzidos com GP, indicando que sua toxicidade esta ligada a inducéo de
resisténcia a insulina. (Jayaraman et al; 2023)

As alteracdes fisioldgicas desencadeadas pela privacdo hormonal ovariana,
tornam as mulheres mais favoraveis a alteracbes no metabolismo energético
induzindo, por exemplo, aumento do armazenamento de lipideos nos hepatocitos no
figado (Pedram et al.,2013 e Della Torre et al., 2016). Quando essas alteragbes sao
associadas a alimentacdo hiperlipidica e hipercaldrica, pode acelerar a deposi¢cédo
ectdpica de gordura, gerando maior risco para desenvolver DCNTs, como a DHGNA
(Almeida et al., 2008; Martins et al., 2013; Chung et al., 2015; Chen, 2018). Em nosso
estudo, ndo foi observado com relacdo ao conteudo de lipideos hepaticos, para os

animais com ou sem restricdo hormonal ovariana, que receberam DN por dois meses
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e foram expostos ou ndo ao HBG, um aumento do peso do figado, nem sobre o
conteudo de triglicerideos e colesterol hepaticos. Ja nos animais expostos ou ndo ao
HBG por 4 meses e alimentados com DH por 2 meses, apresentaram menor peso do
figado quando submetidos a restricdo hormonal ovariana, este resultado difere do
encontrado por Pandey e colaboradores (2019), onde a tendéncia do peso do figado
foi em aumentar de maneira dose-dependente (0, 5, 10, 25, 50, 100 e 250 mg/kg de
peso corporal de GP). Foi observado também o efeito da exposicdo ao HBG e
interacdo entre os grupos, sobre o contelddo de colesterol hepético, por sua vez
aumentado em camundongos fémeas OVX expostos a dose maxima considerada
neste estudo de 50 mg/kg de HBG, além de ser observado o efeito hormonal, da
exposicdo ao HBG e interacdo entre eles o contetdo de triglicerideos hepatico
aumentado nas fémeas CTLO,5 em relacdo aos demais grupos experimentais, esses
resultados séo proximos aos descritos previamente por Sock et al. (2013), os quais
relataram que ratas Sprague-Dawley OVX submetidas a HFD, por 6 semanas, quando
comparadas as fémeas OVX, que receberam dieta normolipidica, apresentaram maior
acumulo de TG e colesterol no figado. Nesse estudo, a esteatose hepética foi
associada a reducédo da expressao hepatica de genes que participam da oxidacao de
lipideos, como aCPT-1 e o Co-ativador 1-alfa do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissomo.

A cada nova pesquisa realizada envolvendo agentes quimicos naturais ou
sintéticos, denominados DE, que atuam no ambiente e/ou alimentos, e entram em
contato com os individuos, podem ser potenciais agentes obesogénicos que
aumentam a vulnerabilidade ao ganho de peso, depdsito de lipidios e metabolismo
energético deficiente, porém efeitos organicos da exposicdo em humanos dos
herbicidas contendo GP sdo mais dificeis de serem demonstrados, mas a ciéncia vem
avancando neste aspecto e ha evidéncias de que o GP e seus metabdlitos estdo
presentes em criancas e adultos de regides urbanas sendo detectado no sangue e
urina (Aris; Leblanc, 2011; Fagan et al., 2020; Gillezeau et al., 2019); e que o GP
contribui para processos que rompem a homeostase e agravam as DCNTs. Por
exemplo, Leino et al. (2021) por bioinformética analisou e classificou a enzima EPSPS,
e os resultados demonstraram que 54% das espécies de bactérias que compdem o
microbioma intestinal de humanos sdo sensiveis ao GP. Entre pacientes com
esteatohepatite ndo alcoolica, o agravamento da fibrose hepatica foi observado em

pacientes que tinham maior excrecao urinaria de GP, seu metabdlito primario acido
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aminometilfosfonico (AMPA) e outros residuos dos herbicidas que contém GP (Mills;

Caussy; Loomba, 2020).

A histologia do figado apresentou para os grupos alimentados com DN e
expostos ou ndo ao HBG, condi¢Bes e caracteristicas que pouco representavam o
estadiamento que caracteriza a DHGNA, no entanto 75% das secc¢des histoldgicas do
grupo OVX aprentavam incluséo do tipo microvesicular que pode ser correlacionada
com insuficiéncia hepatica devido a graves defeitos de b-oxidacdo mitocondrial
causados pela exposicéo a toxinas (Fromenty et al.,1997; Galli et al.,1978), enquanto
que frequentemente, a esteatose macrovesicular esté relacionada a progressao para
fibrose ou cirrose do figado, o que néo foi identificado de maneira significativa nos
grupos com privacdo hormonal ovariana expostou ou ndo ao HBG, tratados com DN
e DH, foram escassas as evidencias histopatolégicas que caracterizam o
estadiamento para a DHGNA, mas ha estudos que mostram evidéncias da exposicao
do HBG pode alterar a histologia do tecido hepatico onde apresenta inclusdes micro
e macrovesiculas em doses maiores de 100 e 250 mg/kg de peso corporal/d de HBG
caracterizando uma esteatose hepatica (Pandey et al.,2019). Quando agravada a
esteatose hepética e enfim istalada a condicdo de DHGNA a fung&o hepatica diminui,
tornando- se uma grande preocupacédo (Perumpail et al.,2017; Allen et al., 2018).
Estudos de alteracdes metabdlicas e alteracdes das proteinas encontraram sinais da
disfuncéo do figado além da deposicdo de gordura hepatica em adultos (Ford et al.,
2017) e em ratas gravidas (Bonvallot et al., 2018). Outros pesquisadores também
identificaram o desenvolvimento de esteatose hepéatica em ratas com exposicao
prolongada ao HBG (Mesnhage et al., 2017).

Apesar de diversos estudos utilizando roedores demonstrarem que a exposi¢ao
aos herbicidas que contém glifosato, tanto na vida intrauterina, pés-natal ou na idade
adulta, podem acarretar prejuizos morfofuncionais aos sistemas reguladores e
executores que garantem a homeostase organica, o que direcionariam a manifestacao
e progressao de DCNTs (De Souza et al., 2017; Ingaramo et al., 2019; Kubsad et al.,
2019; Mesnage et al., 2015, 2017; Pandey; Rudraiah, 2015; Romano et al., 2012),
porém em nosso estudo ndo foi identificado nenhuma alteragdo morfofuncinal no
figado de forma significativa com relagédo as doses de HBG administradas durante o

tratamento.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo ndo constatou influéncia da exposicdo ao HBG para o
desenvolvimento de DHGNA em camundongos fémeas, em idade reprodutiva,
alimentadas com dieta normolipidica. Da mesma forma, a pesquisa ndo evidenciou
gue a exposicao ao HBG agrave o desenvolvimento de DHGNA induzida por dieta

hiperlipidica.

Em nosso trabalho ndo verificamos efeito da exposicdo ao HBG sobre
sensibilidade a insulina e de lesdo hepatica quando camundongos fémeas estao sob
regime normolipidico ou hiperlipidico. Porém, em relac@o aos parametros bioquimicos
nutricionais evidenciamos aumento da glicemia no estado alimentado em animais
ovariectomizados de um grupo exposto ao HBG, tanto em dieta normal quanto
hiperlipidica, condicdo que gera um alerta para mais estudos e analises sobre a

causalidade e possivel surgimento de uma DCNT.

A dieta hiperlipidica associada com a privacdo de hormonios ovarianos induzida
pela ovariectomia ocasionou a diminuicdo de massa do tecido hepatico, com aumento
de deposicdo de colesterol no grupo exposto a maior dose de HBG, mas sem

alteracdo histomorfolégica em ambas as situacfes expostas 0s animais.

Os efeitos da exposicdo ao HBG néo foram relacionados aos hormdénios
ovarianos. Este trabalho corrobora com algumas pesquisas e com outras néo, assim,
exp0e a necessidade de novos estudos com o glifosato para buscar esclarecer melhor
0 quanto este herbicida pode afetar a satde humana. A ndo observacéao de alteracées
desencadeadas pelo HBG néo descarta a influéncia do glifosato no desenvolvimento
da DHGNA e de DCNTSs.

Nossos dados abrem caminhos de que a atuacdo do HBG sobre o metabolismo
seja ainda mais ampla e interfira em outros mecanismos ainda néo esclarecidos pela
literatura, e que possam estar contribuindo para a fisiopatologia de outras DCNTs
além da DHGNA. Considerando que estas e outras pesquisas sirvam como alerta para
que as agéncias regulatorias revejam o0s riscos e niveis de exposi¢cdo do emprego e

utilizagéo deste produto quimico.
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