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RESUMO - Existem algumas complica¢des que prejudicam a digestdo da lactose, sendo a mais prevalente delas
a intolerncia a lactose. A principal forma de tratamento ¢ através de mudancas alimentares, ¢ uma das
alternativas consiste em substituir o leite de vaca pelo de soja. Atualmente, aproximadamente 85% da éarea de
soja plantada no pais consiste de soja geneticamente modificada resistente ao glifosato, o que permite seu uso
para eliminar ervas daninhas da plantagdo. Assim, os herbicidas a base de glifosato sdo os agrotdxicos mais
utilizados nessas culturas. Estudos demonstraram que os grios de soja tratados com esse herbicida podem conter
concentragdes elevadas desse agrotoxico apds a colheita, o que leva a uma preocupagdo quanto aos produtos
fabricados a partir desse grao, como o leite de soja. Criangas no periodo de lactagdo que apresentam intolerancia
a lactose e utilizam leite de soja na alimentagdo estdo proporcionalmente mais expostas aos residuos de glifosato
considerando a sua menor massa corporal e pela idade na qual a exposi¢@o a esses residuos ocorre. O presente
trabalho buscou avaliar a toxicidade comportamental de um herbicida a base de glifosato administrado com leite
de soja, que foi administrado a ratos Wistar machos no periodo pré-pubertal (23-65 dias de vida). Ap6s o periodo
de tratamento, realizou-se o teste do Campo Aberto ¢ o teste do Labirinto em Cruz Elevado. Observou-se que
ratos tratados com leite de soja suplementado com glifosato (100mg/kg) apresentaram alteracdo no seu
comportamento em relagdo a ansiedade, apresentando um padrdo de comportamento relacionado com atividade
ansiolitica, sugerindo um efeito ansiolitico causada por este tratamento.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o ingrediente ativo mais comercializado dentre os herbicidas utilizados nas lavouras
brasileiras € o glifosato, o qual a comercializagdo em 2009 ultrapassou 90 mil toneladas (REBELO et al., 2010).
Além disso, aproximadamente 85% da area total de soja plantada no Brasil ¢ composta de soja geneticamente
modificada resistente a esse herbicida, e a principal maneira de fazer o controle de ervas daninhas nessas
lavouras acontece pelo uso desse agrotoxico (MONSANTO, 2012). Nesse contexto, surge a preocupagio
referente ao consumo dos produtos tratados com o herbicida por pessoas que utilizam alimentos a base de soja

como sua principal fonte de proteina, e, principalmente, em relagdo a criangas que apresentam intolerancia a
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lactose ou outras alergias que impedem o consumo do leite materno ou de leite procedente de outras fontes
animais (MATTAR e MAZO, 2010; RICKLI e ANDREAZZI, 2010).

Existem limites considerados seguros em relag@o a ingestdo de residuos de glifosato, sendo a Ingestdo
Diaria Aceitavel (IDA) de 0,042mg/kg, que ¢ calculada baseada em um individuo adulto com cerca de 60kg
(BRASIL, 2014), ¢ o Limite Maximo de Residuos (LMR), de 10mg/kg na cultura de soja geneticamente
modificada, valor determinado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (BRASIL, 2014). Porém,
existem registros de que os residuos encontrados nos graos mostraram-se acima do LMR (BOHM et al., 2008).
Em relag@o ao glifosato, vem-se demonstrando que hé uma relacdo entre a exposicdo ao herbicida e a ocorréncia
de dano neurodegenerativo (ASTIZ, ALANIS e MARRA, 2012; SAMSEL e SENEFF, 2013; CATTANI et al.,
2014), doenga de Parkinson (DP) (RICHARDSON et al., 2009; BARBOSA et al., 2001; SAMSEL ¢ SENEFF
2013) e desordens metabolicas como desregulagdo endocrina (DALLEGRAVE, 2003; ROMANO et al., 2008) e
estresse oxidativo (DALLEGRAVE et al., 2002; EL-SHENAWY, 2009; MESNAGE, BERNAY ¢ SERALINI,
2012).

Nesse contexto, ¢ necessario considerar que as criangas intolerantes a lactose que se alimentam a base
de leite de soja estdo proporcionalmente mais expostas aos residuos de glifosato devido a sua menor massa
corporal, e pelo fato de que esta exposi¢do ocorre justamente em uma fase importante do desenvolvimento do
individuo, de amadurecimento neurolégico. Considerando estes aspectos, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a toxicidade comportamental em ratos machos submetidos a dieta rica em glifosato em periodo pré-

pubertal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Produtos comerciais
Para a realizagio do experimento, foi utilizado o Roundup Original®, fabricado pela Monsanto. O leite
de soja utilizado foi adquirido no mercado, sendo escolhido o de maior teor de proteinas que € de 5,2g por

porgdo de 200mL, da marca Ades”.

2.2 Modelo experimental

Os estudos foram conduzidos em machos de ratos Wistar com 23 dias, que foram divididos em 4
grupos (n= 6 animais nos grupos controle e n= 7 nos grupos tratados com adi¢do de glifosato). Os animais
receberam o tratamento por via oral (gavagem), diariamente, por 35 dias. O grupo controle recebeu solugdo
salina, o grupo controle do leite recebeu leite de soja ndo suplementado, o grupo glifosato 50 recebeu leite de
soja suplementado com Roundup” na dose de 50mg/kg e o grupo glifosato 100 recebeu leite de soja
suplementado com Roundup® na dose de 100mg/kg. As doses do estudo foram definidas a partir de resultados
em estudos preliminares (DALLEGRAVE, 2003). Os animais foram acondicionados em caixas individuais para
controle dos consumos de ragao e dgua (fundamentais para a avaliagdo toxicoldgica completa). A massa corporal
relativa dos animais foi avaliada diariamente e também foram feitas avalia¢des clinicas do estado dos animais,
avaliando a ocorréncia de sinais de toxicidade como piloeregdo, diarreia, palidez nas mucosas, presenca de

cianose, dor abdominal e fungdo respiratoria. Este projeto foi aprovado pela Comissio de Etica de Uso de
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Animais da Universidade de Passo Fundo (Parecer CEUA 008/2014). Os animais foram eutanasiados apos os 35
dias de tratamento, durante a puberdade (que ocorre aos 65 dias). A eutandsia foi realizada apds inducdo da

anestesia com ketamina/xilasina (100mg/kg e 10mg/kg, respectivamente).

2.3 Ensaios comportamentais

Os ensaios foram realizados em sala escura, iluminada com lampada vermelha de 80 watts, onde os
animais foram alocados por uma hora antes da realizagdo do teste para ambienta¢do. Eles foram avaliados
individualmente durante 5 minutos e os comportamentos foram registrados por filmagem. Entre a exposicao de
um rato e outro foi realizada a limpeza da arena com solugdo hidroalcodlica a 5%.

O teste do Campo Aberto foi realizado dois dias antes da eutandsia dos animais. O aparelho consiste
de uma arena circular com fundo e lateral revestidos de acrilico, medindo 1 m de didmetro por 40 cm de altura, o
qual tem o fundo dividido em 25 partes semelhantes. Os comportamentos avaliados foram: a locomogéo,
avaliada como o nimero de vezes que o animal invadiu uma divisdo demarcada da arena com as quatro patas; o
numero de vezes que o animal invadiu com as quatro patas o circulo central; o levantar, avaliado como o nimero
de vezes que o animal se apoiou nas patas posteriores; o nimero de cruzamentos, o numero de vezes que 0
animal demonstrou comportamento de freezing (definido como a auséncia total de movimentos) e grooming
(movimentos do animal em direcdo a cabeca ou a boca com as patas anteriores); o tempo de permanéncia nas
areas periféricas do aparelho; e os bolos fecais (ROYCE,1977).

O teste do LCE foi realizado no dia anterior a eutanasia. O LCE consiste de dois bragos fechados
(50x10x40 cm), opostos, e dois bragos abertos (10x50 cm), sem qualquer anteparo, dispostos em oposi¢do um ao
outro, formando uma cruz. Essa cruz é montada sobre uma base elevada a 50 cm de altura. O experimento
consistiu em colocar o animal no centro da cruz, com a cabega voltada para um brago aberto e os pardmetros
avaliados foram: o tempo de permanéncia nos bracos fechados, nos bragos abertos e no centro, frequéncia de
entradas nos bracos abertos ou fechados, levantar, o grooming e foram contados os bolos fecais. Considerou-se
que o rato entrou num dos bracos quando as quatro patas estavam fora do centro da cruz (4rea neutra)

(MONTGOMERY, 1955; HANDLEY e MITHANI, 1984).

3 RESULTADOS

Em relagdo ao LCE, observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0.05) entre o grupo
que recebeu glifosato 100mg/kg e o grupo que recebeu leite de soja ndo suplementado, em relagdo ao tempo de
permanéncia nos bracgos fechados. Concomitantemente a esse resultado, observou-se aumento significativo da
permanéncia nos bracgos abertos do LCE no grupo tratado com 100 mg/kg em relagdo ao grupo de controle do
leite de soja. (Tabela 1). Nos demais parametros avaliados neste teste ndo houve diferenca estatistica
significativa. Com relagdo as avalia¢des clinicas, ndo houve diferenga estatistica significativa, nem foram
constatados sinais de toxicidade nos animais ao longo do estudo. No teste do Campo aberto nao houve diferenga

estatistica significativa entre os grupos nos parametros avaliados pelo teste.
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Tabela 1: Resultados dos pardmetros avaliados no LCE. Os resultados encontram-se expressos como a
médiatdesvio padrao (n=6 animais por grupo nos controles e n=7 nos grupos acrescidos de glifosato). A analise
estatistica foi realizada com o teste de One-Way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey (*p <0.05 vs

leite de soja).

Grupos Entradas Entradas Permanéncia Permanéncia Centro Grooming Levantar Bolos
bragos bragos bragos bragos (s) fecais

abertos  fechados abertos (s) fechados (s)

Controle 7,83 £+ 6,67 =+ 120,33 + 100,17 + 795+ 1,67 + 1533 + 05 +
1,6 3,2 18,78 26,66 13,68 0,82 4,76 1,22
Leite de soja 5,83 =+ 5,83 <+ 93,67 + 125,00 + 81,33 0,67 + 19,67 £ 0,0 +
nio 2,79 2,4 35,87 22,66 + 0,52 7,89 0,0
suplementado 20,47
Leite de soja 7,29 =+ 8,14 <+ 103, 71 + 109,00 + 940+ 1,00 =+ 19,86 + 0,14
+  Glifosato 2,87 2,34 31,64 25,45 39,36 1,00 6,87 +
50mg/kg 0,38
Leite de soja 7,86 =+ 743 <+ 13143 + 89,86 + 7871 1,00 £+ 16,57 + 1,14
+ Glifosato 1,57 3,21 36,65 22,45 + 1,53 3,78 +
100mg/kg * * 20,21 1,46

4 DISCUSSAO

A diminui¢do no tempo de permanéncia nos bracos fechados e consequente aumento no tempo de
permanéncia nos bragos abertos do LCE apresentado pelos animais do grupo que recebeu 100mg/kg sugere que
o glifosato possa apresentar atividade ansiolitica na dose de 100mg/kg. O LCE ¢ provavelmente o modelo animal
mais utilizado atualmente na investigagdo dos mecanismos neurais da ansiedade ¢ no estudo de drogas que
atuam no tratamento de transtornos relacionados a esse problema (RODGERS e DALVI, 1997; CAROBREZ ¢
BERTOGLIO, 2005; MORATO, 2006). Handley e Mithani (1984) observaram que os animais demonstravam
preferéncia pela exploragdo dos bragos fechados do LCE. Quando o animal é colocado no LCE, ocorre a geracao
de um conflito entre os impulsos exploratérios e os impulsos de medo, onde os impulsos exploratorios seriam
evocados da mesma maneira tanto nos bragos fechados como nos bragos abertos, porém, nos bragos abertos, os
niveis de impulsos de medo e ansiedade seriam maiores (MONTGOMERY, 1955; HANDLEY e MITHANI,
1984; PELLOW et al., 1985; HOGG, 1996; RODGERS e DALVI, 1997). Esta hipdtese ¢ corroborada pelos
niveis séricos de corticosterona nos ratos confinados aos bragos abertos do LCE, que sdo significativamente
maiores quando comparados aos niveis dos animais confinados nos bracos fechados (PELLOW et al., 1985). A
exposi¢cdo dos animais a compostos ansioliticos reduz a aversdo aos bragos abertos e promove sua exploragdo
(HOGG, 1996). No experimento realizado por Pellow e colaboradores (1985) foi observado que a administragao
de farmacos ansioliticos, como o diazepam, levou a um aumento no tempo de permanéncia nos bragos abertos,
enquanto compostos ansiogénicos, como a ioimbina, provocaram uma diminui¢do no nimero de entradas nos
bragos abertos e nos fechados, e no tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos. Porém, o uso do LCE

como modelo de ansiedade apresenta algumas limitacdes, principalmente em relagdo a varidveis orgénicas de
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linhagem, sexo e idade (no nosso caso, o periodo de exposicao ao glifosato foi realizado pré-pubertal) além de

varidveis interlaboratoriais no procedimento (DAWSON e TRICLEBANK, 1995; RODGERS ¢ DALVI, 1997).

5 CONCLUSAO

Apesar das limitagcdes em relagdo aos testes comportamentais relatadas anteriormente, os resultados
obtidos no presente trabalho demonstram que ratos tratados no periodo pré-pubertal com leite de soja
suplementado por 100mg/kg apresentaram alteragdo no seu comportamento em relacdo a ansiedade,
apresentando um padrdo de comportamento relacionado com atividade ansiolitica. Mais estudos sdo necessarios
para determinar o real impacto destes resultados para a saude humana considerando os niveis reais de residuos de
glifosato encontrados nos produtos derivados da soja e a importante exposicdo pré-pubertal a derivados de soja

contendo estes residuos por individuos intolerantes a lactose.
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