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RESUMO

As similaridades das condi¢des fisiopatologicas encontradas no sistema nervoso central em
patologias neuroldgicas como a depressao, e decorrentes da exposicdo a pesticidas como o
glifosato, tem gerado interesse quanto a possiveis associacGes entre ambas condi¢des. Ao
mesmo tempo, compostos naturais como a quercetina vem adquirindo maior destaque na
literatura devido ao seu potencial para a promoc¢do da defesa do organismo contra insultos
exdgenos e no tratamento de doencas, atribuidos a sua capacidade antioxidante e moduladora
de processos fisiologicos importantes. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar
a capacidade da exposi¢do subcrénica a uma subdose de um herbicida a base de glifosato (HBG)
de provocar alteracdes a nivel de sistema nervoso central de camundongos e da quercetina em
promover neuroprotecdo quando suplementada concomitantemente, por meio da anélise de
ocorréncia de comportamento tipo ansioso/depressivo, e de marcadores bioquimicos,
neuroquimicos e histologicos nos diferentes grupos de tratamento. Para isto, quarenta
camundongos machos Swiss adultos, foram divididos em quatro grupos, recebendo por
gavagem no periodo de 30 dias as doses de 50 mg/kg de um HBG, 30 mg/kg de quercetina e/ou
veiculos (H20p/carboximetilcelulose 0,3%-CMC) assim sendo: Controle (H20p/CMC),
Glifosato (HGB/CMC), Quercetina (H2Op/Quer) e Gli+Quer (HGB/Quer). Ao final do periodo,
os animais foram submetidos a testes comportamentais de Campo Aberto (OF), Labirinto em
Cruz Elevado (EPM), Nado Forcado (FST) e Preferéncia da Sacarose (SPT). Em sequéncia, 0s
camundongos foram eutanasiados e 0s hipocampos removidos para analises bioquimicas de
marcadores de estresse oxidativo como espécies reativas (ER’s), capacidade antioxidante total
(FRAP), glutationa reduzida (GSH) e atividade da acetilcolinesterase (AChE), sendo alguns
selecionados para andlise histologica. Ainda, foram coletados tecidos da regido dorsal do ndcleo
da rafe para determinacdo dos neurotransmissores serotonina, dopamina e noradrenalina. Os
resultados demonstraram que apesar de ndo ocorrerem diferencas significativas entre os grupos
no teste OF, os animais do grupo Glifosato e, surpreendentemente, do grupo Quercetina,
apresentaram comportamento tipo ansioso no teste EPM e tipo depressivo no FST, quando
comparados ao grupo Controle. O grupo Glifosato obteve niveis aumentados de ER’s ¢
diminuidos de GSH em relacéo ao grupo Controle, ndo ocorrendo diferencas significativas na
atividade da AChE e na capacidade antioxidante total. Apesar do efeito per se da quercetina no
comportamento, o grupo Gli+Quer apresentou melhora parcial ou total nos testes
comportamentais (EPM e FST) e parametros de estresse oxidativo do hipocampo (ER’s e GSH).

Como concluséo, os resultados demonstram o potencial do herbicida de causar alteragdes no



sistema nervoso central mesmo com uma dose considerada baixa, quando administrada de
forma subcrénica. Ainda, foi possivel observar a existéncia de um aparente paradoxo da

quercetina, cujos beneficios podem estar associados a mecanismos horméticos.

Palavras chave: glifosato, depressdo, quercetina, pesticidas, comportamento, estresse

oxidativo.



ABSTRACT

As symptoms following exposure to pesticides such as glyphosate based herbicides (GBH’s)
and those of neurological diseases such as depression are similar, it has been hypothesized that
pesticide exposure has an association with neurological diseases. The aim of this study was to
investigate whether quercetin use would protect against neurological changes following
exposure to a subchronic low dose of a GBH. Forty adult male Swiss mice were divided into
four treatment groups: Control, Glyphosate, Quercetin and Gly+Quer groups. According to the
group, mice received 50 mg/kg of a GBH solution, 30 mg/kg of quercetin, and/or vehicles via
gavage, for 30 days. The animals were subjected to behavioral tests, including open field (OF),
elevated plus maze (EPM), forced swim test (FST) and sucrose preference test (PST). After
euthanasia, hippocampal tissues were collected to measure oxidative stress markers such as
reactive species (REs), total antioxidant capacity (FRAP), reduced glutathione (GSH),
acetylcholinesterase activity (AChE) and for histological evaluation. The dorsal raphe nucleus
was collected for neurotransmitter analysis of serotonin, dopamine and noradrenaline. The
Glyphosate group showed anxious and depressive-like behavior in the EPM and FST tests, as
well as expressed increased RE levels and decreased GSH levels in the hippocampus. The
Quercetin group showed similar behavior as the Glyphosate group after treatment, with no
alterations in the other parameters evaluated. However, the Gly+Quer group showed partial or
total improvement in behavioral tests (EPM, FST) and reduced oxidative stress markers (REs
and GSH). The results reveal that exposure to a subchronic low dose of glyphosate herbicide
was capable of promoting alterations in the central nervous system. Furthermore, this study
demonstrated the existence of an apparent quercetin paradox, the benefits of which could be

enhanced by hormesis mechanisms.

Key words: glyphosate; depression; quercetin; pesticides; behavior; oxidative stress
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1 INTRODUCAO

O glifosato (N-fosfonometil glicina) é o ingrediente ativo da categoria de herbicida mais
utilizada no mundo nos dias atuais, os chamados herbicidas a base de glifosato (HBG’s). Sua
eficiéncia como herbicida se deve a capacidade inibitéria da via do acido chiguimico,
imprescindivel para o metabolismo vegetal, e ausente em mamiferos (WILLIAMS; KROES;
MUNRO, 2000). Apesar disso, o crescimento na ultima década da utilizagdo dos HBG’s, tem
gerado preocupacao quanto aos efeitos sobre a salide humana e preservacao do meio ambiente,
decorrente do aumento da exposicdo ao herbicida (VAN BRUGGEN et al., 2018).

Alem da propria exposic¢do ocupacional, o volume de residuos de HBG’s presentes nos
alimentos destinados ao consumo da populacdo também esta associada ao uso crescente do
herbicida. A presenca de residuos em uma grande variedade de alimentos, mesmo que em
concentracdes baixas, gera um status de exposicao cronica e de dificil mensuracdo quanto aos
limites de exposicdo (MYERS et al., 2016).

Nesse contexto, diversos estudos cientificos tém sido realizados com o intuito de avaliar
os efeitos da exposicdo aos HBG’s, entre os quais podem ser destacados aqueles voltados as
possiveis consequéncias sobre o sistema nervoso central (SNC). Dentre estes estudos, destaca-
se 0 de MARTINEZ et al., (2018) que demonstraram capacidade do glifosato de atravessar a
barreira hematoencefalica. O estresse oxidativo decorrente de seus efeitos sobre o
neurotransmissor glutamato (CATTANI et al., 2014), a inibicdo da proliferacdo celular (LI et
al., 2013) e a influéncia sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE) (AITBALLI, Y. et al., 2019)
e a sintese da serotonina (AITBALI et al, 2017) foram descritos em diversos estudos
toxicologicos utilizando o glifosato.

Devido a similaridade das alteragfes provocadas no SNC pela exposi¢do aos HBG’s
com as mudancas estruturais presentes em algumas patologias neurolégicas como a depressao,
doencas de Parkinson, Alzheimer, autismo, entre outras (HARRISON; MACKENZIE ROSS,
2016; MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2018), torna-se necessario avaliar a relacdo desses
compostos com a ocorréncia de doencas desta natureza.

De incidéncia crescente, a depressdo € considerada uma doenca multifatorial,
caracterizada pela mudanca comportamental incapacitante do individuo para o convivio social
pleno (FERRARI et al., 2013), cujas alteragdes cerebrais podem ser expressas pelo aumento
do estresse oxidativo e da neuroinflamacdo (AL-HAKEIM; AL-RAMMAHI; AL-DUJAILL,

2015; BALMUS et al., 2016). Sendo assim, a selecdo de alternativas terapéuticas ndo deve
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apenas restringir-se a restauracdo de niveis de monoaminas, mas deve considerar essa natureza
multifatorial da depresséo, tendo em vista melhores resultados nos tratamento da doenca
(BEHR; MOREIRA; FREY, 2012; PANDYA; HOWELL,; PILLAI, 2013).

A busca por terapias alternativas que conciliem alivio dos sintomas e menor nimero de
efeitos colaterais, é estimulada pela diversidade de compostos de origem natural. Amplamente
estudada no meio cientifico, a quercetina € um flavondide derivado do metabolismo vegetal,
cujos beneficios estdo associados ao seu potencial antioxidante e anti-inflamatério
(D'ANDREA, 2015).

Os efeitos antidepressivos da quercetina puderam ser verificados através de
experimentacdo com modelos animais de estresse cronico (MEHTA; PARASHAR,;
UDAYABANU, 2017) e bulbectomia olfatoria (HOLZMANN et al., 2015), nos quais puderam
ser observados a melhora na condi¢cdo comportamental associada a depressao, e em parametros
oxidativos e inflamatorios.

Entre os mecanismos benéficos descritos em estudos dessa natureza, cita-se a
capacidade da quercetina de neutralizacdo de espécies reativas, exercendo também papel
modulador a partir do aumento das defesas antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH),
estimulo de fatores de transcricdo Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2), e aumento
da atividade de enzimas como as da familia das paraoxonases (PON’s) (GIORDANO et al.,
2011; COSTA et al., 2016). Estudos também atribuem a quercetina, a capacidade de atuar de
forma positiva sobre o sistemas serotonérgico (SAMAD et al., 2018; KHAN; NAJMI;
AKHTAR, 2019) e colinérgico (SAMAD et al., 2018), tornando-se assim um composto
neuroprotetor com caracteristicas multifacetadas.

Neste contexto, o trabalho procurou avaliar as consequéncias da exposicao subcrénica
a doses relativamente baixas de um HBG, considerando seus efeitos no SNC em camundongos.
Ainda, analisar o potencial da quercetina em reduzir estes efeitos, a fim de esclarecer quanto ao

seu papel na prevencdo e tratamento de doencas neuroldgicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Herbicidas a base de glifosato (HBG’S)

O composto N-fosfonometil glicina conhecido como glifosato, compreende ao principio
ativo de formulagdes com finalidade herbicida, elaboradas pelo quimico John E. Franz, nos
Estados Unidos, nos anos de 1970, e comercializadas a partir dos anos 1974 pela empresa
Monsanto (DILL et al., 2010) Os herbicidas a base de glifosato (em inglés, glyphosate based
herbicides ou GBH’s) vém sendo utilizados em atividades agricolas no controle de espécies
vegetais indesejaveis do ponto de vista produtivo, mas também no ambiente domestico com a
mesma finalidade, em menor escala (GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000).

O glifosato € um composto da categoria dos organofosforados, com estrutura molecular
semelhante ao amino&cido glicina (Figura 1), sob a formula molecular C3HgNOsP (m.m. =
169,1 g/mol) (AMARANTE JR.; SANTOS, 2002). Pode se apresentar na forma de acido ou
em formulacdo com diferentes sais, entre 0s quais, 0 sal de isopropilamina € a mais
frequentemente utilizada (Figura 1). Em condi¢6es ambientais tanto o glifosato quanto os seus
sais sdo solidos cristalinos muito soliveis em agua (12 g/L a 25 °C) e quase insoliveis em
solventes organicos comuns, tais como acetona e etanol (GIESY; DOBSON; SOLOMON,
2000).

A formulacdo comercial dos HBG’s normalmente segue a mesma composigao: sal de
isopropilamina de glifosato (IPA), um surfactante e agua. A concentracdo de glifosato nestas
formulacdes pode variar, sendo frequentemente utilizadas 360 g/L de glifosato na forma de
acido, ou 480 g/L do sal (48% m.v.), podendo ocorrer apresentacdes mais diluidas pela adi¢do
de 4gua. O surfactante mais comumente utilizado é a polioxietilenoamina (POEA), tendo a
funcédo principal de aumentar a capacidade de absorcdo do produto pela superficie das folhas
(WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

Figura 1 — Estruturas moleculares do glifosato em sua forma &cida e sal de isopropilamina
(IPA).

1 ? Q 0 . G
HO-C-CH,-N-CH,-P-OH  HO-C-CH,-N-CH,-P-0"  H3N-CH
H OH H OH CH,
N-fosfonometil glicina Sal de Isopropilamina de Glifosato (IPA)

Fonte: Pérez et al., (2011)
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2.1.1 Mecanismo de acao

O glifosato possui uma acdo herbicida ndo seletiva (amplo espectro), sistémica eficiente.
A fitotoxicidade do glifosato se deve a sua alta polaridade e baixo peso molecular, as quais
permitem uma translocacao réapida pelos tecidos vegetais (ANADON et al., 2009).

No entanto, o sucesso do glifosato se justifica em sua capacidade de interferir em uma
importante etapa do metabolismo vegetal, denominada via do chiquimato ou via do &cido
chiquimico (Figura 2). A partir do efeito inibitério da enzima 5 enol-piruvil-shiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS), essencial para biossintese de aminoacidos aromaticos (tirosina,
fenilalanina e triptofano), os HBG’s promovem uma diminuigdo importante da sintese proteica,
comprometendo o crescimento vegetal, a producdo de energia pela fotossintese e a defesa contra
patogenos (VAN BRUGGEN et al., 2018).

Figura 2 — Via do Acido Chiquimico (sintese de aminoacidos aromaticos).

Acido Chiquimico

«l:;l, Chiquimato quinase

Chiquimato 3 Fosfato

Glifosato - @ + PEP / EPSPS sintase
vV

5 enolpiruvilchiquimato-3-fosfato

u Corismato sintase
0

Corismato j

h 4 Antranilato
Fenilalanina Tirosina

\ 4

Triptofano

Fonte: Adaptado de Dill (2005).

Pelo fato desta via estar ausente em vertebrados, o glifosato foi considerado por
cientistas e representantes de 6rgdos reguladores como um composto de baixo risco para

mamiferos. Entretanto, na ultima década, varios estudos tem demonstrado o potencial dos
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HBG’s em produzir efeitos adversos a biologia dos mamiferos e ao meio ambiente como um

todo, por meio de multiplos mecanismos (MYERS et al., 2016).

2.1.2 Uso dos HBG’s

A partir da comercializacdo do glifosato nos anos 1970 pela empresa Monsanto, a
utilizagcio dos HBG’s, na época representados pelo produto Roundup®, vem apresentando
crescimento vertiginoso até os dias atuais (DILL, 2005).

Entretanto pelo periodo de duas décadas, o0 uso do Roundup® permaneceu mais restrito
as atividades que demandavam a necessidade de eliminag&o do estrato vegetal como um todo,
devido a sua natureza nao seletiva. O surgimento das variantes geneticamente modificadas de
soja, milho e algoddo no ano de 1996, criadas com o objetivo de resistir aos efeitos da aplicagdo
do Roundup®, denominadas Roundup Ready®, permitiram o uso do herbicida por maior periodo
de tempo e escala (BENBROOK, 2016). Desde entdo, a criacdo e diversificacdo de organismos
geneticamente modificados (OGM’s) de finalidade agricola, permitiu o aumento da utilizacéo
de compostos a base glifosato, os quais constituem hoje a categoria de herbicida mais utilizada
no mundo.

Um outro fato importante ocorreu nos anos 2000, quando a Monsanto perde a patente
que garantia a exclusividade no uso do composto glifosato. Isto permitiu que outras empresas
lancassem suas préprias marcas, com formulagdes diferentes, desencadeando um uso cada vez
mais difundido do composto (DUKE, 2018).

Dessa forma, a utilizacdo de HBG’s tem um crescimento de 67 milhdes de kg no ano de

1995 para 826 milhdes de kg em 2014 em atividades agricolas e ndo agricolas (Figura 3).
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Figura 3 — Uso global dos HBG’s (1000 kg) ao longo dos anos em atividades agricolas (em

nameros) e nao agricolas
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Fonte: Clapp (2017), adaptada de Benbrook (2016) .

Entretanto, a introducao de OGM’s resistentes aos HBG’s ndo s6 possibilitaram o uso
mais intensificado de compostos desta natureza, como também permitiram uma mudanca na
forma da utilizagdo. O uso dos HBG’s no processo de produgdo passou a nao restringir-se
apenas as etapas de pré plantio e pos colheita, como também passaram a ser utilizados em uma
fase pré colheita (harvest aid), com o intuito de promover a secagem da produto e acelerar o
processo de colheita (ZHANG et al., 2017Db).

Além disso, um fator que tem contribuido para o aumento da utilizacdo de HBG’s ¢ a
ocorréncia de espécies vegetais adaptadas e resistentes a estes compostos. Apds anos de
utilizagdo de HBG’s e OMG’s, o aumento da tolerancia de ervas daninhas a esses herbicidas,
incentiva aos produtores a fazerem uso gradativamente maior desses produtos, sendo frequente
a associacdo com outros compostos mais toxicos como o 2,4 D (acido diclorofenoxiacético) e
o dicamba (DILL et al., 2010).

2.1.3 Limites de exposicao

Tendo em vista 0 aumento da exposi¢do decorrente do uso crescente de HBG’s na
producdo alimenticia, 6rgdos como a Agéncia Protecdo do Meio Ambiente dos Estados Unidos
(Environmental Protection Agency — US EPA) e a Alemanha, como pais integrante da Unido
Européia e relator para liberacdo de compostos dessa natureza, emitiram seus respectivos

documentos contendo os limites de residuos de HBG’s nos alimentos (MYERS et al., 2016).
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A partir de estudos toxicologicos, foram definidos em suas Ultimas publicagdes 0s
consumos diarios aceitaveis (Reference Dose/RfD ou Acceptable Diary Intake — ADI) de 1,75
mg/kg (US-EPA, 2009a) nos Estados Unidos e de 0,5 mg/kg na Unido Européia (STATE,
2013). Ambos relatérios basearam-se em estudos onde as menores doses com nivel de efeito
adverso ndo observavel (NOAEL - No Observed Adverse Effect Level), as quais foram
selecionadas a partir de experimentos com coelhos (MESNAGE et al., 2015).

Apesar da literatura expor que a intoxicacdo aguda ou por concentra¢fes acima dos
limites de exposicdo ndo condizem com a realidade (STEPHENSON; HARRIS, 2016)
persistem as lacunas de informacao e a necessidade de estudos que avaliem a capacidade dos
HBG’s de provocar efeitos adversos a salde, considerando a exposi¢do crénica, mesmo que
em doses consideradas relativamente seguras (SERALINI et al., 2014).

Ao mesmo tempo, a concentracdo de residuos nos alimentos produzidos é variavel
conforme o tipo de produgdo (FAO, 2005) como exposto na Tabela 1, assim como 0 consumo
de cada populacdo, o que tornam dificil a mensuracdo quanto ao grau de exposicao de cada
individuo (GILLEZEAU et al., 2019). Conforme ANADON et al. (2009) mesmo com uma taxa
de absorcéo intestinal baixa, o glifosato possui uma meia vida biologica de 14 horas, podendo
assim permanecer no organismo continuamente conforme o tipo de alimento consumido, sendo

assim passivel de provocar efeitos em diversos sistemas, como demonstra a literatura.

Tabela 1: Limites de residuos de glifosato (maximum residue levels/MRL’s, mg/kg) em graos,

estipulados por diferentes entidades reguladoras.

Gréos FAO/WHO US-EPA Comisséo Européia Health Canada
Cereais
Cevada 30 30 20 10
Milho 5 5 1 3
Painco 30 30 0,1 -
Aveia 30 30 20 15
Arroz - 0,1 0,1 -
Centeio 30 30 10 -
Sorgo 30 30 10 -
Tefe 30 5 -
Legumes
Feijao 2 5 2 4
Lentilha 5 5 10 -
Ervilha 5 8 10 5
Pseudocereais
Trigo sarraceno 30 30 0,1 -
Quinoa 30 5 - -

Sementes oleaginosas
Algodao 40 40 10 40
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Gréos FAO/WHO US-EPA Comissdo Européia Health Canada
Sementes oleaginosas

Cannabis - 40 0,1 -
Linhaca - 40 10 3
Mostarda - 40 10 10
Amendoim - 0,1 0,1 -
Abobbora - 40 0,1 -
Colza 30 20 10 20
Acafrdo - 40 0,1 -
Gergelim - 40 0,1 10
Soja 20 20 20 20
Girassol 7 40 20 -

Fonte: Adaptado de Xu et al., (2019).

2.1.4 Estudos toxicoldgicos

Embora seu mecanismo de acdo tenha como foco o metabolismo vegetal, estudos
toxicologicos tém demonstrado associacdo entre a exposicdo dos HBG’s com alteracdes
visiveis tanto em ensaios in vitro quanto in vivo. Ensaios de cultura celular verificaram as
consequéncias dos HBG’s sobre diferentes tipos celulares desde células sanguineas
(KWIATKOWSKA; HURAS; BUKOWSKA, 2014) ate modelos de células tumorais,
verificando efeitos como a apoptose (GUI et al., 2012) e prejuizos sobre desenvolvimento de
células nervosas (COULLERY; FERRARI; ROSSO, 2016).

Sé&o diversos os trabalhos que demonstram a capacidade do HBG’s em causar danos
hepaticos e desencadear estresse oxidativo (BENEDETTI et al., 2004; EL-SHENAWY, 2009;
CAVUSOGLU et al., 2011; MILIC et al., 2018). Consequéncias sobre o sistema reprodutor
puderam ser constadas por danos a nivel celular, afetando componentes celulares importantes
como as células de Sertoli e de Leydig, e a sintese de hormdnios como a testosterona (CLAIR
et al., 2012; DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013). Efeitos dos HBG’s também foram
descritos como extensivos aos descendentes em modelos de exposi¢do maternal promovendo
consequéncias no desenvolvimento e comportamento da prole (CATTANI et al., 2017;
GALLEGOS et al., 2018).

Os estudos realizados com HBG’s, mesmo com as controvérsias em relagdo aos
modelos experimentais utilizados e resultados obtidos, contribuiram para sua classificacdo no
relatorio da IARC (International Agency for Research on Cancer — Agéncia Internacional de
Pesquisa do Céancer) como “possivelmente carcinogénico” (IARC, 2015).

No entanto, tendo em vista a tematica do presente trabalho, a atencéo sera voltada aos

estudos relacionados a exposi¢édo a HBG’s e suas consequéncias no SNC.
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2.1.5 Efeitos sobre 0 SNC

Estudos comprovam a capacidade do glifosato de atravessar a barreira hematoencefalica
e atingir diferentes regibes do SNC como cortex pré frontal, hipocampo, hipotalamo, estriado
e mesencéfalo, provocando alteragdes significativas nos sistemas dopaminérgico,
noradrenérgico e serotonérgico, numa relagdo dose dependente (MARTINEZ et al., 2018).

Em relacéo ao sistema dopaminérgico, HERNANDEZ-PLATA et al. (2015) descrevem
a atuacdo do glifosato sobre receptores especificos da dopamina (D1-DA), concluindo que a
exposicao repetida a dosagens agudas do herbicida pode conduzir a prejuizos na capacidade
locomotora, como observado no modelo animal estudado.

A semelhanca estrutural do glifosato com a glicina, como anteriormente exposto, inibe
a atuacdo das serinas hidroximetiltransferases, promovendo a diminui¢do da biossintese deste
aminodcido, necessario para proliferacdo celular (LI et al., 2013). O fato de glicina tambem
atuar como um neurotransmissor, coloca em questionamento a possibilidade de o glifosato
exercer outros efeitos neurologicos.

Aitbali et al., (2019) avaliaram os efeitos da exposicao aguda, subcrdnica e cronica ao
glifosato, constatando nestas duas Ultimas seu potencial para inibir a enzima acetilcolinesterase,
primordial para a regulacdo da acetilcolina, no tecido cerebral inteiro e nas regifes do cortex
pré frontal e do hipocampo de camundongos, verificando prejuizos nos processos de
aprendizagem e memoria atraves de testes comportamentais.

Em outros trabalhos, os autores analisaram o efeito da exposi¢cdo ao glifosato sobre o
sistema serotonérgico, tendo em vista a sua importancia na regulacdo do humor e influéncia nas
condutas comportamentais. Aitbali et al., (2017) verificaram alteracdes nos niveis de
serotonina, reduzida significativamente no cortéx pré frontal, amidala e nicleo da rafe dorsal,
representado pela diminuicdo nos niveis de 5-HT, condicdo que pode estar associada aos
comportamentos tipo ansioso e depressivo, apresentados pelos animais no estudo e comumente
associada a patologia da depressdo. A relacdo negativa do glifosato sobre a microbiota
intestinal, também foi analisada por estes autores, 0s quais sugerem como consequéncia, a
diminuicdo da disponibilidade de aminoacidos como o triptofano decorrente da atividade
microbiana e necessario para sintese da serotonina (AITBALI, Y. et al., 2018), contribuindo
dessa forma para as alteragdes tipo ansiosa e depressiva dos camundongos.

A fim de verificar os efeitos da exposi¢do maternal aos HBG’s, Gallegos et al., (2016)
avaliaram o comportamento de ratos jovens submetidos a um protocolo de exposi¢cdo das

fémeas durante as etapas gestacional e de lactagdo. Os autores puderam assim verificar que 0s
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animais juvenis do grupo exposto ao HGB apresentaram alteragdes comportamentais tipo
ansiosa e déficit na atividade locomotora, quando avaliados por testes especificos. A capacidade
de inducdo de comportamento analogo a ansiedade e alteracdo em testes de atividade
locomotora e de memdria, também foram verificados por Baier et al., (2017), em um modelo
de exposicéo intranasal a um HGB. Em ambos estudos, os autores atribuem ao potencial do
glifosato em influenciar os sistemas de neurotransmissores dopaminérgicos, serotonérgicos e
colinérgicos.

A neurotoxicidade provocada por pesticidas organofosforados é tema recorrente na
literatura, cujos danos estdo associados ao aumento do estresse oxidativo, déficits no transporte
axonal, neuroinflamacéo e autoimunidade (NAUGHTON; TERRY, 2018). No caso dos HBG’s,
trabalhos como os de Rebai et al., (2017) demonstram a capacidade do herbicida em promover
neurotoxicidade em ratos, verificada a partir de aumento da peroxidacéo lipidica e oxidacédo de
proteinas, aumento da atividade da catalase (CAT) e peroxidase (POD), diminuicdo da
superdxido dismutase (SOD), além de elevacéo dos niveis ions de Fe e Ca, e de espécies reativas
como o peroxido de hidrogénio (H20,).

Conforme os estudos de Cattani et al., (2014) o mecanismo de neurotoxicidade do
glifosato se da atraves da excitotoxidade mediada pelo neurotransmissor glutamato, como
observaram em hipocampos de ratos jovens. A partir da estimulacdo exacerbada de receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA), o glifosato contribui para o acumulo de glutamato na fenda
sinaptica, aumento do influxo de Ca?* e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
causando estresse oxidativo, além de afetar o significativamente o sistema colinérgico
(diminuicdo da atividade da AChE), culminando na morte da célula nervosa. Em outro estudo,
0s autores demonstraram que a exposicdo a HBG’s maternal e a apds ao nascimento da prole,
tornam persistentes os efeitos da excitoxidade glutamatérgica e do estresse oxidativo no
hipocampo dos animais, e que estas condicdes podem estar relacionadas com o
desenvolvimento do comportamento depressivo apresentado pelos ratos adultos jovens
(CATTANI et al., 2017).

O estresse oxidativo, assim como a neuroinflamacéo, sdo consequéncias cada vez mais
associadas com a exposicdo a pesticidas, entre eles os HBG’s, sendo um fator que permite
associa-los com a incidéncia de doencas neuroldgicas (EL-SHENAWY, 2009; ASTIZ; DE
ALANIZ; MARRA, 2012). A associagdo do estresse oxidativo e as doengas neuroldgicas tem
ganhado espago, muito embora ndo possa ser considerado como causa principal ou mesmo estar
presente de forma generalizada. No entanto, estudos tem demonstrado que a ocorréncia de

estresse oxidativo no SNC esta associada a disfuncdes celulares, danos no DNA e proteinas, e
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ativacdo de vias inflamatorias, formando um cenério em comum em doencas neurolégicas,
mesmo com sintomatologias diferentes (BALMUS et al., 2016).

Por tratar-se de regido com alto teor lipidico, elevado consumo de oxigénio e baixa
producao de espécies antioxidantes, 0 SNC apresenta maior sensibilidade ao estresse provocado
pela acdo de formas oxidantes (HOVATTA; JUHILA; DONNER, 2010). No caso dos
pesticidas, ASTIZ et al., (2009) descreveram o estresse oxidativo como 0 mecanismo de acao
de alguns compostos dessa categoria no SNC, ressaltando a importancia do papel dos
agrotoxicos na etiologia de doencas neuroldgicas.

Dessa forma, evidéncias cientificas contribuem para a associagdo entre 0 USO
exponencial de pesticidas como os HBG’s e a ocorréncia de um niimero crescente de casos de
individuos com doencas neurologicas na atualidade, como o Parkinson, Alzheimer e transtornos
afetivos como a depressdo (HARRISON; MACKENZIE ROSS, 2016; MOSTAFALOU;
ABDOLLAHI, 2018).

2.2 Depressao

A depressdo, também denominada depressao maior (Major Depressive Disorder/MDD)
ou depressdo unipolar, consiste em um dos mais comuns transtornos mentais humanos,
associada de forma negativa com a qualidade de vida, morbidade e mortalidade e funcGes
cognitivas (BEHR; MOREIRA; FREY, 2012).

A sintomatologia da depresséo é clinicamente heterogénea (CHUNG et al., 2013). No
entanto, as mudancas comportamentais mais classicas refletem no humor depressivo (tristeza),
desmotivacdo, alteracdo (aumento/diminuicdo) no apetite e sono, atividades motoras
(agitacdo/letargia), fadiga, perda da autoestima, perda da cognicdo (raciocinio, indecisdo) e
perspectiva (hopeless) (ABELAIRA; REUS; QUEVEDO, 2013).

Dessa forma, a depressdo torna-se uma doenca incapacitante do individuo para o
convivio social pleno, cuja incidéncia crescente de casos € preocupante para a salde publica
(FERRARI et al., 2013) em ambito global (Figura 4). Conforme Liu et al., (Article in press) , a
depressédo apresentou no periodo dos 1990 a 2017 um aumento de incidéncia de 49,86%, sendo
93,7% dos casos, na forma de depressdo maior. De acordo com recente estimativa, a WHO
(2017) categorizou a depressdo como o principal causador de incapacidade humana global em

2015, e como sendo a responsavel por cerca de 800.000 mortes por suicidio por ano.
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Figura 4 — Percentuais de casos de depressao divididos por regides definidas pela WHO.
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Fonte: WHO (2017)

A depressdo é considerada uma doenca multifatorial pois sua patogénese pode envolver
condicdes diversas como a predisposicdo genética, alteracdo no padrdo fisioldgico das
monoaminas, disfuncdo do eixo HPA (hipotalamo/pituitaria/adrenal), diminuicdo de fatores
neurotroficos (exemplo: Brain Derived Neurotrophic Factor/BDNF), aumento de citocinas
inflamatdrias e estresse oxidativo (BELMAKER; AGAM, 2008; FAGUNDES et al., 2013;
BALMUS et al., 2016)

Do ponto de vista fisioldgico, individuos com a depressdo apresentam alteracdes
estruturais cerebrais mediadas por desequilibrios em neurotransmissores e danos decorrentes
do ambiente oxidativo e inflamatorio (AL-HAKEIM; AL-RAMMAMHI; AL-DUJAILI, 2015;
BALMUS et al., 2016). A disfuncdo mitocondrial no CNS é um evento importante para geracao
de ERO’s e tem sido associada a etiologia da depressdo, desencadeando efeitos sobre a
sinalizacdo neuronal, integridade celular e neurogénese (HOVATTA; JUHILA; DONNER,
2010). Por essas razdes, a mitocondria tem adquirido um papel relevante para literatura voltada
aos disturbios de humor, nos temas relacionados as causas da depressdo e possiveis tratamentos
(ALLEN et al., 2018).

A constatacdo do aumento de marcadores relacionados ao estresse oxidativo, como a
peroxidacdo lipidica, alteracdo das defesas antioxidantes e presenca de indicadores de

inflamacdo como as citocinas, tem contribuido para caracterizacdo da depressdo como uma
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doenga inflamatdria (BALMUS et al., 2016). Dessa forma, as abordagens terapéuticas devem
considerar ndo apenas o restabelecimento dos niveis das monoaminas, mas também no
equilibrio do status oxidante e da reducéo dos efeitos e causas da neuroinflamagdo (BEHR;
MOREIRA; FREY, 2012; PANDYA; HOWELL; PILLAI, 2013).

A propriedade antioxidante de alguns medicamentos voltados ao tratamento da
depressdo, como a fluoxetina, € descrita pela literatura, no entanto os efeitos colaterais
decorrentes da utilizagcdo de compostos dessa natureza, tornam importante a sele¢cdo de novas
substancias com essa finalidade (CAIAFFO et al., 2016). Somado a esse fato, esta a condigcdo
de que mesmo as terapias mais utilizadas na atualidade ainda apresentam um percentual baixo
de eficécia e altos niveis de recidiva da condicdo enferma (HOLZMANN et al., 2015).

Tendo em vista a relevancia da depressdo como uma epidemia mundial, se torna
imprescindivel a busca por alternativas terapéuticas que auxiliem ou suplementem as terapias
usuais. Este contexto, gera um campo da pesquisa em expansao, principalmente de compostos
derivados de fontes naturais (PATHAK; AGRAWAL,; DHIR, 2013).

2.3 Quercetina

2.3.1 Conceitos gerais

Entre os compostos naturais, a quercetina tem sido tema frequente da literatura devido
aos seus potenciais terapéuticos. A quercetina (quercetum, carvalho, Quercus) € um composto
do grupo dos flavonoides, polifendis derivados do metabolismo vegetal (D'ANDREA, 2015),
presente em uma grande variedade de fontes alimenticias, podendo também ser encontrada na
forma de suplemento nutricional (ANDRES et al., 2018).

De nomenclatura 2-(3,4-d-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona ou
3,30,40,5,7-pentahidroxiflavona, foérmula molecular CisH1007 (mm = 302,24 g/mol) a
quercetina apresenta-se como uma substancia de cor amarela (T.F. 316 °C) na forma sélida, em
condicdes ambiente (SUGANTHY et al., 2016). Sua estrutura quimica tipica dos flavonoides
consiste em dois anéis benzeno, um anel pirano contendo oxigénio e cinco grupos hidroxila
(Figura 5), ocorrendo comumente na forma glicosilada, sendo a quercetina-O-glicosideo a mais
frequentemente encontrada em fontes vegetais (WANG et al., 2016). A quercetina aglicbnica
é encontrada em poucas quantidades nas fontes alimentares, consistindo na forma utilizada em
suplementos (ANDRES et al., 2018).
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Figura 5 — Estrutura molecular da quercetina

Fonte: Dajas et al., (2015)

A quercetina consiste no flavonoide naturalmente mais abundante nas fontes vegetais.
De acordo com o tipo de dieta adotada, 0 consumo de quercetina nos alimentos pode variar de
>5 mg a 40 mg por dia. No entanto, concentracdes entre 200 e 500 mg podem ser alcangadas
em consumidores de grande quantidade de frutas e vegetais (Tabela 2), assim como a forma de

consumo também pode influenciar para 0 aumento da ingestdo, por exemplo, com o consumo

de vegetais com casca (D'ANDREA, 2015).

Tabela 2: Concentracdes de quercetina em diferentes fontes alimenticias.

Fonte alimenticia

Conteudo de Quercetina (mg/100g)

Frutas
Maca (com casca) 4,42
Acerola 4,74
Damasco 2,55
Mirtilo (blueberry) 9,10
Mirica (bayberry) 4,36
Amora 3,58
Cereja 2,29
Oxicoco (cramberry) 14,84
Tamara 0,93
Elderberry 26,77
Figo 5,47
Ameixa 12,45
Rowanberry 7,40
Groselha 1,23
Gogi berry 13,60
Uva 2,08
Caju 1,27
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Fonte alimenticia Contetdo de Quercetina (mg/100g)
Vegetais e produtos
Sementes de alfafa 1,70
Ricula 7,92
Aspargo 13,98
Folha de louro 3,19
Feijdo 2,73
Pdlen de abelha 20,95
Brocolis 3,26
Acelga 7,50
Chicoria 6,49
Coentro 52,90
Papoula 26,30
Funcho 48,80
Couve de folhas 7,71
Alface 7,61
Mostarda castanha 8,80
Quiabo 20,57
Cebola 20,30
Espinafre 3,97
Pimenta verde 15
Folhas de batata doce 16,94
Temperos e ervas
Alcaparra 180,77
Endro 55,17
Orégano 7,30
Estragdo 11
Acafrdo 4,92
Cereais
Trigo sarraceno 15,38
Farinha de trigo 3,47

Fonte: Adaptado de Suganthy et al., (2016)

Apesar disso, a biodisponibilidade da quercetina é considerada baixa, razdo pela qual a
estratégia para elevacdo da concentracdo do flavondide tendo em vista os seus beneficios para
a salde é um campo de estudo da ciéncia (MORENO et al., 2017). Todavia, a forma quimica
(aglicénica ou glicosilada) e a concentracdo adequada a finalidade terapéutica, ainda carecem
esclarecimento cientifico (DAJAS et al., 2015).

2.3.2 Propriedades benéficas

A literatura tem associado a quercetina a uma grande diversidade de beneficios a salde.
Entre as propriedades da quercetina, cita se sua capacidade antioxidante, anti-inflamatoria,
anticancer e preventiva de doencas cardiovasculares (WANG et al., 2016). Beneficios em
tratamentos para obesidade, diabetes, artrites e transtornos afetivos podem ser mencionados,

tornando a quercetina um composto terapéutico multifacetado (D'’ANDREA, 2015).
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Conforme Dajas et al., (2015), a estrutura quimica da quercetina contribui para o seu
desempenho excepcional como antioxidante, possuindo a propriedade de atuar tanto como
doadora quanto receptora de elétrons. Seu potencial como antioxidante e como quelante de
metais estaria relacionado com a substituicdo orto dihidroxi (catecol) do anel B, a insaturacéo
2,3 e 0 grupo carbonil na posicdo 4 do anel C, além dos grupos OH nas posi¢des 3 e 5 do anel
heterociclico (Figura 4).

Dessa forma, a quercetina apresenta uma Otima atividade scavenger, sendo o
representante do grupo dos flavonoides mais potente em neutralizar ROS como O2, ONOO™ e
NO", inibindo danos causados pela peroxidacdo lipidica, evento oxidativo associado ao
desenvolvimento de diversas doengas como as de natureza cardiovascular e neurodegenerativas
(ADEMOSUN et al., 2016).

A capacidade scavenger da quercetina também é um dos meios pelos quais ela apresenta
propriedades anti-inflamatérias, tendo em vista que ao prevenir o estresse oxidativo, também
evita sinalizagcbes que desencadeiam a inflamacdo por fatores de transcricdo como NF-kB
(Nuclear Factor kappa B), além de inibir citoquinas pré inflamatorias como a IL6 (interleucina
6) ¢ o TNFa (fator de necrose tumoral alfa) (BOOTS; HAENEN; BAST, 2008).

No entanto, a propriedade antioxidante da quercetina ndo se restringe a sua atuacao
direta, mas também na sua contribuicdo como moduladora de agentes antioxidantes. A
quercetina pode ter acdo prooxidante, gerando quantidades moderadas de ROS a partir da acdo
de metabolitos denominados quercetina quinona (QQ), que sdo neutralizados as expensas de
GSH (SUGANTHY et al., 2016). O estresse oxidativo leve estimula a sintese de mais GSH a
partir da ativacdo do fator de transcricdo Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2),
assim como de enzimas da familia das paraoxonases (PON’s) com propriedades anti-

inflamatdrias e antioxidantes (COSTA et al., 2016).

2.3.3 Neuroprotecao

Conforme a literatura, as propriedades benéficas da quercetina tém sido extensivas ao
SNC, tornando-a uma potencial alternativa terapéutica no tratamento de enfermidades nesse
sistema. A capacidade da quercetina em contrapor a neurotoxicidade mediada pelo estresse
oxidativo e de modulagdo de fatores associados a neuroinflamagédo tem sido demonstrada a
partir de testes in vivo, em modelos animais de doencas neuroldgicas (COSTA et al., 2016).

Mehta; Parashar; Udayabanu (2017) verificaram a partir de um modelo de estresse

crébnico em roedores, a ocorréncia do comportamento tipo ansioso e depressivo, além de
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alteracbes cognitivas as quais os autores atribuiram a elevacdo de marcadores de estresse
oxidativo como peroxidag&o lipidica, aumentos nos niveis de ROS, assim como a expressdo de
citoquinas e ciclooxigenase 2 (COX2) no hipocampo dos animais. A utilizacdo de quercetina
foi capaz de prevenir a mudanga comportamental nos animais, por meio da reducdo dos
marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo, e aumento das defesas antioxidantes.

Em estudo semelhante, mas utilizando o modelo de privagcdo do sono em roedores, no
intuito de obtencdo do comportamento maniaco, o estresse oxidativo foi prevenido pela
quercetina, nas regides do estriado e cortex pré frontal (KANAZAWA et al., 2016).

Holzmann et al., (2015), a fim de verificar os efeitos antidepressivos da quercetina,
utilizou o modelo de bulbectomia olfatéria em roedores, resultando em alteracdes
comportamentais compativeis com a enfermidade, representados pelo maior tempo de
imobilidade dos animais nos testes de nado for¢ado, suspensdo da cauda e menor tempo
dedicado a higiene no splash test. A diminuicdo de GSH, aumento da superoxido dismutase
(SOD) e dos niveis do radical hidroperoxido lipidico (LOOH) também foram verificados no
hipocampo. O tratamento subsequente com quercetina por 14 dias, permitiu a reversao das
alteracdes comportamentais e a diminui¢do da concentracdo de LOOH nos animais tratados,
revelando o potencial antidepressivo da quercetina, como auxiliar no tratamento da depresséo.

A capacidade neuroprotetora da quercetina também p6de ser evidenciada no estudo de
Gharemani; Soodi; Atashi (2018) ao adotar um modelo de exposicdo animal ao clorpirifos, um
inseticida organofosforado e indutor de estresse oxidativo no SNC. Conforme os autores, 0
mecanismo capaz de amenizar o estresse oxidativo provocado pelo inseticida foi a modulacéo
da enzima PON2, através da administracdo da quercetina.

Os mecanismos antidepressivos da quercetina também puderam ser descritos em
trabalhos como os de Khan et al., (2019) e Singh et al., (2019) em que foi verificado através de
modelos animais de estresse cronico leve, que aléem de atuar de forma significativa na
diminuicdo do estresse oxidativo e marcadores inflamatorios, o flavonoide possibilitou a
elevacdo dos niveis de 5-HT, contribuindo assim para o metabolismo da serotonina e melhora
da condicdo comportamental tipo depressiva. Condicdo semelhante foi descrita por Samad et
al., (2018) a partir de um modelo animal, em que além das acdes antioxidantes, anti-
inflamatdrias e de aumento dos niveis de serotonina, verificaram efeito inibitorio da quercetina
sobre a atividade da AChE, desencadeando assim uma melhora significativa nos testes

comportamentais de depressdo, ansiedade e memoria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

- Avaliar a capacidade de uma subdose de um herbicida a base de glifosato em promover
alteracbes comportamentais dos tipos ansiosa e depressiva, e efeitos sobre parametros
bioquimicos no sistema nervoso central de camundongos, a partir de um modelo de exposicdo

subcronica a este agente tdxico.

- Analisar o potencial terapéutico da quercetina em contrapor os efeitos decorrentes da

exposi¢édo ao herbicida a base de glifosato, através dos seus mecanismos antioxidantes.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar por meio de testes comportamentais, a ocorréncia de alteracGes de natureza tipo

ansiosa e tipo depressiva, nos diferentes grupos experimentais;

- Mensurar marcadores de estresse oxidativo na regido do hipocampo dos camundongos;

- Quantificar os efeitos dos tratamentos adotados sobre a sintese de neurotransmissores na

regido dorsal do nucleo da rafe (serotonina, dopamina e noradrenalina);

- Avaliar estruturalmente no hipocampo as consequéncias dos diferentes tratamentos através da

histologia.
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4 MANUSCRITO

Os resultados obtidos neste trabalho, seréo apresentados na forma de manuscrito. Dessa
forma, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdao, Conclusdes e Referéncias estdo inclusas
no corpo do texto, o qual seguird as normas exigidas pelo periddico Toxicology para

subsequente submisséo.
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ABSTRACT

As symptoms following exposure to pesticides such as glyphosate based herbicides (GBH’s)
and those of neurological diseases such as depression are similar, it has been hypothesized that
pesticide exposure has an association with neurological diseases. The aim of this study was to
investigate whether quercetin use would protect against neurological changes following
exposure to a subchronic low dose of a GBH. Forty adult male Swiss mice were divided into
four treatment groups: Control, Glyphosate, Quercetin and Gly+Quer groups. According to the
group, mice received 50 mg/kg a GBH solution, 30 mg/kg of quercetin and/or vehicles, via
gavage for 30 days. The animals were subjected to behavioral tests, including open field (OF),
elevated plus maze (EPM), forced swim test (FST) and sucrose preference test (PST). After
euthanasia, hippocampal tissues were collected to measure oxidative stress markers such as
reactive species (REs), total antioxidant capacity (FRAP), reduced glutathione (GSH),
acetylcholinesterase activity (AChE) and for histological evaluation. The dorsal raphe nucleus
was collected for neurotransmitter analysis. The glyphosate group showed anxious and
depressive-like behavior in the EPM and FST tests, as well as expressed increased RE levels
and decreased GSH levels in the hippocampus. The quercetin group showed similar behavior
as the glyphosate group after treatment, with no alterations in the other parameters evaluated.
However, the gly+quer group showed partial or total improvement in behavioral tests (EPM,
FST) and reduced oxidative stress markers (REs and GSH). The results reveal that exposure to
a subchronic low dose of a GBH was capable of promoting alterations in the central nervous
system. Furthermore, this study demonstrated the existence of an apparent quercetin paradox,
the benefits of which could be enhanced by hormesis mechanisms.

Key words: glyphosate; depression; quercetin; pesticides; behavior; oxidative stress
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1. INTRODUCTION

Glyphosate-based herbicides (GBH’s), where glyphosate (N-phosphonomethyl glycine)
is the active ingredient, is the most widely used herbicide worldwide. The increased use of
GBHs in food production such as for weed resistance, during planting, and post-harvest has
contributed to the rising concern over abundance of GBH residues that remain in food intended
for consumption (Myers et al. 2016).

Glyphosate has the ability to cause systemic effects and has been the focus of several
toxicological studies, including those investigating consequences of exposure on nervous
system integrity (Ait Bali et al. 2017). It has previously been shown that glyphosate is capable
of crossing the blood-brain barrier (Martinez et al. 2018), promoting effects as increased
markers of oxidative stress and glutamate excitotoxicity, factors that will contribute to
ultimately cell death (Cattani et al. 2017).

Actions mediated by GBHs in the central nervous system allow the establishment of an
association between increased exposure and the current increased occurrence of patients with
neurological diseases (Harrison and Mackenzie Ross 2016; Mostafalou and Abdollahi 2018),
such as depression.

Physiologically, individuals with depression present with brain structural changes
mediated by neurotransmitter imbalances and damage due to the oxidative and inflammatory
environment (Al-Hakeim et al. 2015; Balmus et al. 2016). Therefore, it is imperative that the
development of new therapies for neurological diseases focus not only on restoring monoamine
levels, but also on balancing oxidant status and reducing both the effects and causes of
neuroinflammation (Behr et al. 2012; Pandya et al. 2013).

The search for alternative compounds that help or supplement usual therapies is a branch
of expanding research. Quercetin, a flavonoid derived from plant metabolism, is present in a

wide variety of food sources and is used as a nutritional supplement (Andres et al. 2018).
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Quercetin has been reported to have antioxidant potential due to its chemical structure, which
contributes for its exceptional scavenger activity (D'Andrea 2015). Furthermore, it plays also a
modulating role in antioxidant and anti-inflammatory mechanisms (Suganthy et al. 2016).

In specific depression rodent models, such as olfactory bulbectomy (Holzmann et al.
2015) and chronic stress (Mehta et al. 2017a), quercetin has been shown to play a significant
role in protecting against deleterious effects by decreasing biochemical markers of oxidative
stress and inflammation.

This study aimed to evaluate the consequences of subchronic exposure to low doses of
a GBH to verify its effects on the central nervous system of mice and to analyze the effects of
supplementation with quercetin to determine the potential role of this compound in the

prevention and treatment of neurological diseases.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals

Forty adult (60 days old) male Swiss mice, from the Federal University of Santa Maria
vivarium, were used to carry out the experiment. During the experimental period, the animals
were kept in cages with maximum capacity of five animals, with controlled temperature (23 °C
+ 2°C), 12-hour light/dark cycles, pelleted feed and water ad libitum, placed on Pampa Federal
University vivarium, in Uruguaiana Campus. The experimental procedures followed the rules
established by the Animal Use Ethics Committee (CEUA), in accordance with the Brazilian

Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) under the Protocol n°029/2017.

2.2 Chemicals
GBH by the brand Zamba® (Atanor do Brasil LTDA), registered on the Ministry of
Agriculture and Supply (MAPA) under n° 003707, containing N phosphonomethyl glycine

isopropilamine salt at 48 % m/v- 480 g/L of the active ingredient was used, as it is a commercial
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form with similar concentration of brands marketed. Quercetin was acquired from Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA). All others chemicals were of analytical grade and obtained from

commercial suppliers.

2.3 Experimental Design
Animals were treated with GBH and/or quercetin, with vehicle used as a control, daily

for 30 days, which corresponded to the subchronic exposure period (EPA) (1993). Treatments
were administered by gavage with an interval of thirty minutes between each procedure. A
GBH solution was diluted with distilled water to obtain a dose of 50 mg/kg, the lowest no
observed adverse effect level (NOAEL) referenced in the European Union for the definition of
acceptable daily consumption (State 2013), which corresponded to 10 % of NOAEL for mice.
Quercetin was prepared according to Mehta et al. (2017a) studies, at a concentration of 30
mg/kg in 0.3 % carboxymethylcellulose solution (CMC). Both preparations were performed
daily.

Four experimental groups with 10 animals in each group were defined as Control,
Glyphosate, Quercetin and Gly+Quer, and received the solutions according to the group. On
the 25™ day, behavioral testing began, followed by euthanasia on the 31 day when samples
were collected to perform subsequent analyses. Mouse hippocampus were selected for
biochemicals and histological evaluations. For neurotransmitter analysis, regions of dorsal
raphe nucleus were selected from animals of different groups. The experimental procedure is

shown in Fig. 1.

2.4 Behavioral Tests
2.4.1 Open Field Test (OF)

In order to evaluate possible locomotor alterations and exploratory capacity of the

animals, the method of Mello et al. (2009) was used. For the test, animals were placed one at a
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time in an apparatus of 30x25x20 cm dimensions, with the floor divided into twelve rectangle
areas delimited by lines. These lines were used to count the number of crossings performed by
each animal, from one area to another. The rearing behavior, characterized by an animal
standing on their hind legs, was also considered for analysis. Crossings and rearings were
counted during a period of 5 minutes. Each test was registered with a digital camera for further

evaluation.

2.4.2 Elevated Plus Maze Test (EPM)
To verify the occurrence of anxious behavior, the mice were subjected to the EPM test

according to Pellow et al. (1985). Mice were placed individually in an apparatus containing
four orthogonal arms, two closed (30 x 8 x 15 cm) and two open (30 x 8 cm) forming a cross,
with a central platform (8 x 8 cm). Time in open and closed arms were evaluated in each mouse

over a 5 minute period, as well as the number of crossings from one arm to another.

2.4.3 Forced Swim Test (FST)

The Porsolt et al. (1977) forced swim test aims to analyze the presence or absence of
depressive-like behavior. The procedure involved individually placing the animal in cylinders
with water, at an average temperature of 25 °C, for a period of 6 minutes. The last 4 minutes

are used for behavioral analysis, recording the immobility and swimming times for each animal.

2.4.4 Sucrose Preference Test (SPT)

At the end of the experimental period, mice were subjected to a test to verify the degree
of anhedonia, represented by the loss of pleasure characteristic illustrating depressive-like
behavior through the adapted technique of Elizalde et al. (2010). Two containers were made

available to mice, one containing water and the other a 1 % sucrose solution, removing the food



38

from animals during a 15-hour period (18:00 - 09:00). At the end of the period, the containers
were weighed, and the volumes registered, and subjected to the following calculation:

Sucrose Preference Test (%) = Sucrose Consumption/Total Consumption * 100

2.5 Biochemicals Assays

2.5.1- Tissue preparation

After euthanasia, the mouse hippocampus selected for biochemical analysis was
homogenized in 50 mM TRIS HCI, pH 7.4 (1/10, w/v). Samples were then centrifuged at 2400

rpm for 10 minutes, and the supernatants used in the following analysis.

2.5.2 Reactive Species (RSs)

Determination of RSs levels in hippocampal samples was performed using the
spectrofluorimetric method (Loetchutinat et al. 2005), by assessing the oxidation reaction of
2,7-dihydrodichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA), whose intensity is associated with
increased intracellular RSs. The reading is taken at 520 nm emission (with 488 nm extinction)
60 minutes after the addition of DCHF-DA. Results were expressed in units of fluorescence

(UF).

2.5.3 Ferric Reducing Antioxidant Potential (FRAP)

The antioxidant potential was analyzed in each hippocampus and it was verified by the
ability of iron ion reduction to ferrous state at low pH (Benzie and Strain 1996). The formation
of an intense blue colored product is quantified by spectrophotometry at 593 nm, using a
standard curve made with the ascorbic acid antioxidant. Results were expressed as pg of

ascorbic acid equivalents.
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2.5.4 Reduced Glutathione (GSH)
Mouse hippocampus was subjected to Ellman (1959) technique for determination of

non-protein thiols. Samples were diluted with 10 % trichloroacetic acid to remove precipitating
protein components after centrifugation. The supernatant was used for the reaction with 5,5'-
dithio-bis-nitrobenzoic acid promoting TNB release, measured at 412 nm, which was

proportional to the concentration of GSH in the samples and expressed in nmol NPSH/g tissue.

2.5.5 Acetylcholinesterase (AChE)
To determine AChE activity in each hippocampus sample, the method of Ellman et al.

(1961) was performed, using acetylthiocholine as a substrate. The reaction product was a yellow
anion, 5,5'-dithio-bis-nitrobenzoic acid, measured at 412 nm. The AChE activity was expressed

in umol ASCh/hour/mg protein.

2.6 Neurotransmitter levels in the dorsal raphe nucleus

Dorsal raphe nucleus regions were selected for determination of serotonin levels
because it consists in a brain region that presents several serotonergic neurons bodies, and
whose disfunction is associated with mood disorders (Michelsen et al. 2008). In order to
complement the effects of treatments on neurotransmitters in this region, dopamine and
norepinephrine levels were also measured. Concentrations were determined with High
Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detector (HPLC-DAD), Young Lin
model (YL 9100) equipped with quaternary pump and auto sampler. The quantification method
was isocratic, using a mobile phase ultrapure water + 12.5% methanol - pH 2.76 solution. An
Inertsil ODS-3 analytical column. 5 um; 4.6 x 250 mm (GL Sciences) was used. Readings were

taken at 192 nm.
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2. 7 Histology

The hippocampal sample selected for histological evaluation were prepared according
to Jang et al. (2010). Tissue samples were fixed in formalin 10%, before progressive
dehydration in varying percentages of ethanol baths. Samples were paraffin embedded,
mounted in blocks and cut into 5 micron slices by a microtome. The microscopic slides were

then stained with Hematoxylin and Eosin.

2.8 Statistical analysis
Normality distribution for the data was assessed, using Shapiro-Wilk test. Data were

expressed as means + standard error of the mean (SEM). Results with parametric distribution
were analyzed by one-way ANOVA, with applied post hoc Tukey test when necessary. The
Kruskal-Wallis test followed by Duns post hoc was used for non-parametric distribution data.
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 7.00 software. Values were

considered statistically significant when P < 0.05.

3. RESULTS

3.1 Behavior tests

3.1.1 Open field

The open field test showed that there were no significant changes in crossings (Control:
137; Glyphosate: 152; Quercetin: 119,5 e Gly+Quer: 123) as shown in Fig. 2, and in the number
of rearings (data no shown) during the evaluation period. This suggested that there were no

behavioral changes associated with treatment regarding the exploratory behavior of the animals.

3.1.2EPM

In EPM test, anxious behavior is reported when the animal seeks protection from
exposed places (open arms) by remaining in protected (closed arms) places and decreasing their

exploratory behavior out these areas. Fig. 3a shows that the Glyphosate group, unlike the
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Control group, avoided entry into open environments (mean values of entries of 5.37 times
against 9.55 times. Furthermore, this was also observed in the Quercetin group (5.44 entries).
However, the Gly+Quer group showed partial improvement in this criterion (8.5 entries). The
behavioral difference in this test was also evident on the permanence time in open arms (Fig.
3b), where the Quercetin group also spent less time in open arms (mean of 71.86 seconds),
while the Glyphosate and the Gly+Quer group obtained means equivalent with the Control

(means of 82.9, 97.3 and 104.7 seconds, respectively).

3.1.3FST

The immobility time is associated with depression-like behavior and demonstrates the
initiative of the animal to ensure survival in an aquatic environment. Differences in this criterion
were observed between individuals of the Control group (mean time of 103.6 seconds) and
individuals of the Glyphosate and Quercetin groups (means of 163 and 153.8 seconds,
respectively), which presented longer immobility time (Fig.4). However, the Gly+Quer group
showed similar behavior to that of the Controls (mean 90.2 seconds), showing significant

differences in relation to the Glyphosate and Quercetin groups.

3.1.4 SPT

SPT, to detect anhedonia-like behavior, showed no significant differences between
treatment groups for equivalent consumption of sucrose solution volumes made available to

animals, as shown in Fig. 5.

3.2 Oxidative stress markers

3.2.1RSs

Animals exposed to glyphosate showed an increase in RS levels in the hippocampus

(mean values of 204.1 UF) compared to those in the Control group (123.2 UF), which did not
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differ significantly from the Quercetin and Gly+Quer groups (145.6 UF and 148.8 UF,

respectively) (Fig. 6a).

3.2.2 FRAP
The effects on total antioxidant potential in the hippocampus were not observed by

FRAP analysis in any of the treatments as shown in Fig. 6b.

3.2.3 Reduced GSH
The mean values of GSH in the hippocampus decreased in the Glyphosate group (223.9

nmol NPSH/g tissue) when compared to those of the Control (385.2 nmol NPSH/g tissue) and
Quercetin (390.9 nmol NPSH/qg tissue) groups which did not differ significantly (Fig. 6¢). The
Gly+Quer group (355.1 nmol NPSHY/qg tissue) presented a partial improvement in hippocampus

GSH levels (Fig.6c).

3.2.4 AChE activity

No significant difference in AChE enzyme activity was observed each hippocampus of

the different experimental groups as shown in Fig. 7.

3.3 Determination of neurotransmitter levels

There were no significant differences regarding neurotransmitter concentrations in the

dorsal raphe nucleus portion in the different treatment groups of this study, as shown in Fig. 9.

3.4 Histological findings

Microscopic analysis of mouse hippocampus showed that no structural differences were
found when comparing treatment groups (Fig.10). The degree of cellularity and morphology of

cells at the pyramidal stratum was similar, in relation to the control group. Furthermore, the
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occurrence of glial cells and the presentation of the layers (number of layers) of the
hippocampal granular region was similar between groups. Vacuolization and the occurrence of
blood vessels were discretely visualized in samples of different groups, but with no significative

differences on structures.

4. DISCUSSION

Increasing human exposure to agricultural pesticides and the possible association with
disease incidence is a growing concern in the scientific world today. Dietary exposure of
glyphosate residues has turned necessary the emission of reports from government agencies as
EPA and Germany Rapporteur Member State, on setting safe limits known as Acceptable Daily
Consumption. However, the consumption of GBH residues becomes difficult to control due to
the variability of concentrations found in the food consumed (Myers et al. 2016). Anadon et al.
(2009) evaluated the pharmacokinetics of glyphosate and its metabolite AMPA
(aminophosphonic acid) and found that even with low intestinal absorption, both compounds
have an average biological half-life of 14 hours. Thus, body levels can increase significantly
with diet, resulting in chronic exposure to small doses.

In fact, the highlight of our study is the depressive-like behavior in animals that
received a low dose of the GBH. More studies have been carried out with higher doses of
glyphosate to verify behavioral alterations in several animal models. However, few studies have
investigated low doses and this would be beneficial as it would be more compatible for
mimicking the exposure of the general population to this pesticide. Furthermore, our study
identified potential mechanisms that could be involved in the development of depressive-like
behavior.

In this context, Ait Bali et al. (2017) identified the presence of anxious and depressive-
like behavior in animals exposed to an herbicide, working with doses ranging from 250 to 500

mg/kg, in both subchronic (6 weeks) and chronic (12 weeks) models. Similarly, Baier et al.



44

(2017) found the occurrence of behavioral changes, using 50 mg/kg of herbicide through
intranasal administration. When studying the effects of maternal exposure in rats, Cattani et al.
(2017) and Gallegos et al. (2016) found effects on their offspring, which showed significant
changes in behaviors. Our study compliments these results, highlighting the potential of the
herbicide to produce effects with a low and subchronic dose.

Though in our study the treatment with quercetin showed beneficial effects in restoring
the glyphosate effects, animals that received quercetin without GBH presented a depressive-
like and anxious-like behavior similar to animals that received GBH solution. This result was
interesting as quercetin has been used in several studies with beneficial effects without side
effects. To our knowledge, this effect of quercetin on the depressive or anxious-like behaviors
had not been described in the literature. Our study was based on the different treatment times
adopted by Mehta et al. (2017a), and used continuous daily supplementation as this compound
is also marketed for human consumption for this purpose. Thus, while the experimental
protocols worked at dosages of 10 mg/kg and 40 mg/kg (Kanazawa et al. 2016) by
intraperitoneal route and orally at 25 mg/kg (Holzmann et al. 2015) and 30 mg/kg (Mehta et al.
2017b) for periods of 14 to 21 days, respectively, comparing with these studies, we used the
higher concentration for a longer treatment period. The prooxidant effect of quercetin has been
described in the literature to induce apoptosis in cell cultures, with its effects being dose
dependent (Robaszkiewicz et al. 2007). Furthermore, the chronic use of quercetin has been
shown to alter the functionality of thyroid cells in a cell culture model. This raises questions
regarding its effects on thyroid function, an important regulatory gland for body metabolism
(Giuliani et al. 2014), and suggests that quercetin has the potential to alter this pathway when
used chronically.

Nevertheless, the effect of quercetin resulted in benefits which presented as partial or

total reversion of the anxious/depressive-like behavior that could be related the differences in



45

oxidative markers found in the mouse hippocampus of the Gly+Quer group. The ability of
glyphosate to induce the formation of an oxidizing environment in the brain, via generation of
reactive species, compared to controls was verified and a previous study confirmed glyphosate
has the capacity to pass through the blood-brain barrier and produce local effects in the brain
(Martinez et al. 2018). Oxidative stress provoked by glyphosate exposure is suggested to be one
of the potential mechanisms behind the depressive-like symptoms (Cattani et al. 2014).
Previous studies that aimed to diminish glyphosate effects used extracts from Ginkgo biloba
(Cavusoglu et al. 2011) and specifically in the central nervous system from Morus alba (Rebai
et al. 2017). These studies showed positive results by alleviating oxidative stress markers.

Besides the findings on behavior, quercetin did not change levels of reactive species
demonstrating the absence of the effect for this parameter. The ability of quercetin to reverse
the symptoms caused by toxic agents in the nervous system has also been found by Ghahremani
et al. (2018). This study used a model of chlorpyrifos exposure and showed that the flavonoid
benefits were based on counteracting oxidative stress effects by modulating brain PON2
enzyme. In our study, the partial recovery of GSH levels in the Gly + Quer group allows the
establishment of the negative relation of the herbicide with this parameter, which seems to be
stimulated by the effects of quercetin. Costa et al. (2016) explains the beneficial ability of
quercetin, based on hormesis mechanisms, as they promote the increase of antioxidant forms
through prooxidant stimuli. The relationship of quercetin with GSH is described in the literature
as beneficial when peptide levels are satisfactory to convert quercetin to quinone, an oxidative
form derived from the flavonoid metabolism, promoting increased GSH concentrations
(Suganthy et al. 2016).

Despite the increase in reactive species observed in the hippocampus of the Glyphosate
group, there was no significant differences in total antioxidant capacity between treatment

groups. The same findings could be shown in the activity of the enzyme AChE. The inhibitory
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capacity of organophosphates and the characteristic of these compounds is well known.
However, glyphosate requires larger concentrations to cause effects on enzyme activity.
According to Larsen et al. (2016), glyphosate is a weak AChE inhibitor compared to other
organophosphates, and environmental levels would be a low risk in this regard. In Bali et al.
(2019), there was a significant decrease of the AChE enzyme activity in brain in mice treated
with higher concentrations (250 and 500 mg/kg) of glyphosate.

Neurotransmitter analysis revealed unchanged neurotransmitter levels following
treatments. Martinez et al. (2018) evaluated the effects of increasing glyphosate doses in rats.
This study showed a significant decrease in serotonin, dopamine and norepinephrine
concentrations in different brain regions with treatment of glyphosate at concentrations greater
than 75 mg/kg, unlike our study with 50 mg/kg. However, due to changes in oxidative stress
markers and the tendency of the herbicide to accumulate in the central nervous system, the
possibility of different results in long term studies is not ruled out.

Similarly, from the histological analysis of mouse hippocampus, it was found that
despite the effects of glyphosate exposure previously mentioned, they were not visualized in
the organ structure. Other studies have shown effects on hippocampal structure in animals
exposed to herbicides such as dioxins (Rosinczuk et al. 2015). Although, subchronic exposure
to the insecticide compound permethrin showed oxidative stress and behavioral changes

however, with no histological changes (Gasmi et al. 2017).

5. CONCLUSIONS

This study highlights the need to review the use of compounds such as GBH’s, based
on new studies aiming for greater safety for the population and regarding the effects of long-
term exposure at lower pesticide doses. Furthermore, the effects of antioxidants in the treatment

of neurological diseases, such as depression, must be considered. However, the use of these
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compounds for supplementary purposes needs to be investigated in future studies, especially

regarding dosage and the point of view of constant use.
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Legends

Figure 1. Schematic drawing of the experimental procedure.

Figure 2. Number of crossings on the Open Field Test. Data are expressed as mean = SEM (n
= 8). Different lowercase letters represent statistically significant differences (P < 0.05).
Figure 3. a) Number of entries on open arms of EPM. b) The average time of permanence in
open arms. Data are reported as mean £ SEM (n = 8). Different lowercase letters represent
statistically significant differences (P < 0.05).

Figure 4. Time of immobility on FST in seconds. Data are reported as mean £+ SEM (n = 8 -
10). Different lowercase letters represent statistically significant differences (P < 0.05).
Figure 5. Percentage consumption of sucrose solution by treatment groups. Data are reported
as mean £ SEM (n = 8). Different lowercase letters represent statistically significant differences
(P < 0.05).

Figure 6. Oxidative stress markers in mice’s hippocampus. a) Levels of reactive species (RS)
from different groups of treatment. Data are reported as mean £ SEM (n = 6) as UF. b) Effect
of different treatment on the total antioxidant potential. Data are reported as mean £ SEM (n =
6). Results were expressed as g ascorbic acid equivalent. c¢) Fig 9. Levels of GSH in mice
hippocampus. Data are reported as mean £ EPM (n = 6) and expressed as nmol NPSH/g tissue.
Different lowercase letters represent statistically significant differences (P < 0.05).

Figure 7. Activity of AChE in mice hippocampus. Data are reported as mean £ SEM (n = 6)
and expressed as umolAcSCh/hour/mg protein. Different lowercase letters represent
statistically significant differences (P < 0.05).

Figure 8. Levels of neurotransmitters in dorsal raphe nucleus of mice’s brains. a) Serotonin
levels. b) Dopamine levels. ¢) Noradrenaline levels. Data are reported as mean = SEM (n = 4)
and expressed as ng/mg. Different lowercase letters represent statistically significant

differences (P < 0.05).
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Figure 9. General view of a Control animal hippocampus. a) Layers of hippocampus (*
pyramidal layer, + molecular layer, -> granular layer). Enlargement 100x. b) Cellularity of

pyramidal layer (* neurons, ->glial cels). Enlargement 400x.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Highlights

e A subchronic low dose of glyphosate caused effects in behavior and oxidative stress

markers in hippocampus of mice

e Quercetin reversed oxidative stress and behavioral impairments provoked by glyphosate

e Continuous use of quercetin showed a per se effect on animal behavior
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados descritos na presente dissertacéo, foi possivel concluir que:

A exposi¢cdo humana continua a herbicidas a base de glifosato é um fator preocupante,
tendo em vista a sua capacidade de provocar efeitos a nivel de sistema nervoso central,
expressos em alteracfes comportamentais analogas ao comportamento tipo depressivo
e ansioso e em indicadores de estresse oxidativo, mesmo quando utilizadas doses

relativamente baixas do composto.

A quercetina possui um potencial promissor em contrabalancear os efeitos decorrentes
da exposicao a pesticidas como os HBG’s, tendo em vista sua capacidade de modular
defesas antioxidantes como a GSH e amenizar ou mesmo neutralizar os efeitos
negativos sobre o comportamento dos animais tratados, demonstrando a capacidade

antidepressiva da quercetina.

No entanto, o efeito per se da quercetina sobre o comportamento dos animais, gera a
necessidade de cautela na recomendacéo desse composto para consumo continuo, tendo

em vista a falta de conhecimento dos seus efeitos a longo prazo.
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6 PERSPECTIVAS

Em raz&o das conclusdes acima expostas, ficam evidentes as necessidades de estudos

futuros que contribuam para esclarecimentos como:

e A utilizacdo crdnica a doses diminutas de HBG’s, a fim de verificar a relagdo destes
herbicidas com outras doencas emergentes e, em conjunto com outros compostos

pesticidas.

e A analise dos efeitos da utilizacdo da quercetina, considerando diferentes dosagens e
prazos a fim de esclarecer possiveis mecanismos per se envolvidos nos resultados deste

trabalho.
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