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RESUMO

A agricultura moderna tem se tornado cada vez mais dependente da mecanizacéo e
do uso de insumos como o0s agrotoxicos. A utilizacdo destes produtos em larga
escala, combinada as diferentes formas pelas quais o ser humano pode ser exposto
aos mesmos, tem resultado em frequentes contaminagdes humanas e ambientais. A
literatura cientifica tem associado a exposicdo crdnica aos agrotoxicos com
consequéncias para a saude humana, tais como alteracbes hematologicas,
imunoldgicas e o desenvolvimento de neoplasias. O glifosato € um herbicida
sistémico, pos-emergente e ndo seletivo, derivado da glicina, amplamente utilizado
no Brasil para o controle de cerca de 70 espécies de plantas daninhas perenes e 80
espécies de anuais e normalmente é comercializado na forma de sal de
isopropilamina. Toxicologicamente é classificado como produto da Classe IV - Pouco
Toxico, sendo sua DLsp para ratos de 4.870 mg/kg de peso corporal. Quanto a
periculosidade ambiental pertence a Classe Il - Produto Perigoso. Dados da
literatura referentes aos efeitos deste produto sobre a saude humana sé&o
contraditérios e em alguns aspectos como o imunoldgico, escassos. Em consonéancia
com o exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da exposicdo crénica ao
glifosato sobre o figado, sangue periférico, medula 6ssea e sistema imunolégico, em
ratos. Para isso trés grupos de animais receberam o agrotoxico por via oral em
doses equivalentes a 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsp do produto, em intervalos de 48
horas, por um periodo de 75 dias. No grupo controle foi administrado agua. Ao
término do periodo foram coletadas amostras de sangue, figado, medula 6ssea e
linfonodos. Foram realizadas as seguintes analises: controle do ganho de peso,
hemograma; dosagem de uréia, medida da atividade sérica das enzimas aspartato
aminotranferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT); analises histolégicas do
figado e da medula 6ssea; contagem de células CD4" e CD8" no sangue periférico e
linfonodos. Os animais tratados apresentaram reduc&o no ganho de peso, alteracdes
no hemograma, aumento dos niveis séricos das enzimas e da uréia, aumento da
reticulina e do nimero de células de Kupffer no figado, reducédo de células CD4" e
CD8" no sangue periférico, reducéo de células CD4" e aumento de células CD8" no
linfonodo e reducdo da relagdo CD4'/CD8" neste Ultimo, o qual apresentou-se
hipertrofiado. Os resultados demonstraram que a exposi¢ao ao glifosato compromete
varios parametros do sangue periférico, a funcéo hepatica e o sistema imune.

Palavras-chave: glifosato, ratos, figado, ALT, AST, hemograma, linfécitos CD4",
linfécitos CD8™.
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ABSTRACT

Modern agriculture has become more and more dependent on the mechanization and
on the use of agrochemicals as the pesticides. The utilization of these products in a
large scale, combined to the different forms by which the human being can be
exposed to them has resulted in frequent human and environmental contaminations.
The scientific literature has associated chronic pesticides exposure to consequences
for the human health, such as hematological, immunological alterations and cancer
development. The glyphosate is a systemic, post-emergent and nonselective
herbicide, derived from glycine, widely used in Brazil for the control of about 70
species of perennial weeds and 80 species of annuals and it is normally
commercialized in the form of isopropylamine salt. Toxicologically it is classified as a
Class IV product — Little Toxic — being its LDsy 4870 mg/kg of body weight for rats.
Regarding to environmental dangerousness, it belongs to Class Ill — Dangerous
Products. Literature data referent to the effects of this product over human health are
contradictory and in some aspects, as the immunological one, rare. In accordance
with the exposed, the objective of this study was the evaluation of the effect of chronic
exposure to glyphosate to the liver, peripheral blood, bone marrow and immunological
system in rats. For this, three groups of animals were given the pesticide by gavage
in doses equivalent to 1/1000, 1/100 and 1/10 of the glyphosate LDs, in intervals of
48 hours, during a period of 75 days. in the control group water was given. By the end
of the period, blood, liver, bone marrow and lymph nodes samples were collected.
The following analyses were made: weight gain control, complete blood count (CBC);
blood ureic nitrogen (BUN) measure, serum aspartate amino transferase and alanine
amino transferase measure; histological analysis of liver and bone marrow; count of
the CD4" and CD8" cells in the peripheral blood and lymph nodes. The treated
animals presented a reduction of the body weight gain, alterations in the CBC,
increase of the serum levels of the enzymes and of BUN, increase of the reticulin
fibers and number of Kupffer cells is the liver, decrease of CD4" and CD8" cells in the
peripheral blood; decrease of CD4" cells, increase of CD8" cells and decrease of the
CD47/CD8" ratio in the lymph node, which was hypertrophied. The results
demonstrated that the exposure to glyphosate compromises various parameters of
the peripheral blood, hepatic function and immune system.

Key words: glyphosate, rats, liver, ALT, AST, complete blood count, CD4"
lymphocytes, CD8" lymphocytes.
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1 INTRODUCAO



O crescimento populacional gera maior demanda de alimentos exigindo
incremento da producao agricola. A populagcdo mundial que em 1960 era de 3,04
bilhdes de habitantes passou para 6,079 bilhdes no ano 2000, um crescimento de
99,97% no periodo e as estimativas para o ano 2015 séo de 7,172 bilhées (U.S.
CENSUS BUREAU, 2002). Por sua vez a producao de cereais cresceu de 1,076
para 1,913 bilhGes de toneladas entre 1966 e 1990 no mundo (incremento de
77,79%, AGCAOILI; ROSEGRANT, 1994). No Brasil, o crescimento populacional
no periodo de 1960 a 2000 foi de 142,3%, passando de 70,07 milhdes para
169,78 milhdes de habitantes (IBGE, 2002), enquanto que a producao de cereais
passou de 16,237 milhdes de toneladas em 1960 (IBGE, 1963) para 96,495
milhdes de toneladas em 2000 (IBGE, 2001a), um crescimento de 494%.

A emigracdo da populacéo rural para centros urbanos, fruto da transicdo da
cultura agraria para a industrializada, que vem ocorrendo nos paises em
desenvolvimento, traz como consequéncia a evasdo da forca de trabalho rural a
gual tem demonstrado indices de crescimento bem inferiores aos evidenciados
para a producdo agricola e numero total de habitantes, nestes paises
(ECOBICHON, 2001). Segundo dados do IBGE (IBGE, 2002), paradoxalmente ao
crescimento populacional e da producédo de cereais ocorrido no Brasil, a populagéo
rural no ano de 1960, em nameros absolutos, era superior a de 2000 (38,7 e 31,8
milhdes, respectivamente). Estes fatos tem tornado a agricultura cada vez mais

dependente da mecanizacéo e do uso de insumos como 0s agrotoxicos.

Os agrotoxicos tém sido utilizados principalmente para minimizar a acao danosa
de insetos, doencas ou vegetais que possam ocasionar qualquer perda na
producdo agricola, mas também sdo empregados em ambientes domésticos,
urbanos ou rurais, industriais e em saude publica, entre outros (ECOBICHOM,
2000).

Em funcdo dessa diversidade de aplicacdo, estes produtos sdo amplamente
utilizados no mundo. O total de vendas de agrotoxicos no mercado mundial,
durante o ano de 1995, foi de US$ 30,3 bilhdes (AGROCHEMICAL, 1996). Os
herbicidas, inseticidas e fungicidas constituem as classes de agrotoxicos mais
utilizadas no mundo, correspondendo a 40%, 30% e 20%, respectivamente (WHO,

1992). No Brasil, segundo a Secretaria de Politica Agricola do Ministério da



Agricultura Abastecimento e Pecuaria (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2003), o
volume de vendas desses produtos, durante o ano de 2000, foi de US$ 2,5 bilhdes,

dos quais US$ 1,3 bilhao somente em herbicidas.

Entretanto, se por um lado, o abandono ou reduc¢do no uso de agrotéxicos
poderia causar queda na producdo de alimentos, aumento do custo de producao e
elevacdo dos precos dos mesmos, resultando em fome e altos niveis de
desnutricdo (KNUTSON, 1999), por outro, tem crescido a preocupacao quanto a
seguranca na utilizacdo dos mesmos (MARONI; ANTONELA; COLOSIO, 1999;
MAGE et al., 2000; EDLESTON et al. 2002).

A utilizacdo dos agrotéxicos em larga escala, combinada as diferentes formas
pelas quais o ser humano pode ser exposto aos mesmos, tem resultado em
freqlentes contaminacbes humanas e ambientais (ECOBICHON, 2001). Além
disso, a literatura cientifica tem associado a exposi¢ao cronica aos agrotoxicos com
consequéncias para a saude humana, tais como alteracbes hematologicas,
imunoldgicas, aborto, malformacoes, alteracbes hormonais e

neurocomportamentais, e o desenvolvimento de neoplasias.

Todavia, os resultados das pesquisas sobre os riscos oferecidos por alguns
agrotéxicos amplamente utilizados como o glifosato, tem gerado polémicas na
populacédo em geral e no meio cientifico (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

Em termos de Brasil ndo foram encontrados dados relativos as quantidades
consumidas deste agrotdxico ou qualquer outro individualmente, seja do principio
ativo ou da formulagcdo comercial. O Unico levantamento encontrado, realizado no
estado do Parana, sobre o emprego de agrotdxicos por principio ativo (IBGE,
2001b), demonstrou que o glifosato foi o herbicida mais utilizado, 5.183 toneladas
na safra 98/99, empregado principalmente no cultivo da soja. Como a soja €
amplamente cultivada no Brasil pode-se supor que este agrotéxico seja empregado
em larga escala. Outro aspecto a favor desta suposicdo é a diversidade de
emprego deste herbicida, ndo apenas no ambito agricola mas também em areas
residenciais, industriais e vias de transporte (ANDREI, 1999). Em conseqiéncia o
glifosato se constitui em um produto que oferece grandes possibilidades para a

exposi¢cdo humana ao mesmo.



Por outro lado, além da discordancia existente na literatura a cerca dos
efeitos do glifosato sobre a salde, como os trabalhos de BOLOGNESI e
colaboradores (1997) e KIER e colaboradores (1997), envolvendo aspectos de
genotoxidade, recentemente este agrotoxico tem sido associado com efeitos, até
entdo ndo descritos, sobre a saude humana como parkinsonismo, (BARBOSA et
al., 2001) e o aborto (ARBUCKLE; LIN; MERY 2001). Adicionalmente, outros
dados oriundos de modelos experimentais com animais, como as malformacdes
em ratos demonstradas por DALLEGRAVE et al. (2003), e de modelos in vitro
como a inibicdo da esteroidogénese (WALSH, et al, 2000) e a interferéncia no
ciclo celular verificada por MARC e colaboradores (2002) tém questionado a

seguranca da sua utilizacao.

Diante destas abordagens e do amplo emprego deste agrotéxico verifica-se
gue os riscos para a saude relacionados com a exposi¢cdo ao mesmo precisam
ser continuamente explorados e até reavaliados a luz de novos conhecimentos e

metodologias.

Em consonéncia com essas colocacdes, este trabalho teve como propdsito

avaliar aspectos da funcéo hepatica, hematolégicos e imunoldgicos.

Cabe salientar que n&do foram encontrados estudos abordando os efeitos do
glifosato sobre a imunidade pela contagem e relacdo das sub-populacées de
linfocitos CD4" e CD8". Portanto, neste trabalho, a abordagem desse aspecto

pode ser considerada inédita.



2 OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do agrotoxico glifosato sobre o sangue periférico, figado, sistema

imunoldgico e medula 6ssea em um modelo animal de rato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o ganho de peso dos animais expostos ao glifosato;

Avaliar o efeito do agrotoxico glifosato, em nivel de sangue periférico, por

intermédio da andlise dos parametros do hemograma,;

Avaliar o efeito do agrotoxico glifosato sobre a funcdo hepética por meio da
medida da atividade sérica das enzimas alanina aminotranferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST);

Avaliar o efeito do agrotoxico glifosato sobre as caracteristicas histolégicas do

tecido hepético e hematopoiético pela analise de cortes histoldgicos corados;

Verificar se ha correlacdo entre os resultados da andlise histolégica do figado e

0s parametros da atividade sérica da ALT e AST;

Verificar se ha alguma correlacdo entre os resultados da andlise histolégica da

medula éssea e os parametros hematoldgicos do sangue periférico;

Avaliar o efeito do agrotoxico glifosato sobre o sistema imunolégico por meio da

contagem dos linfocitos CD4+ e CD8+ obtidos do sangue periférico e linfonodos e
da razdo CD4+/CD8+,



Verificar se existem diferencas entre as contagens e relacédo dos linfocitos CD4+
e CD8+ no sangue periférico e linfonodos, oriundas de possiveis efeitos da

exposicao ao agrotoxico glifosato.



3 REVISAO DA LITERATURA



3.1 AGROTOXICOS

Desde a alvorada da civiizagdo o homem vem se empenhando
continuamente para melhorar suas condi¢des de vida. Um dos grandes propositos
deste empenho refere-se a producdo adequada de alimentos. Entretanto, na
contraposicdo deste intuito tem enfrentado devastacdes causadas por insetos e
doencas além da interferéncia negativa de ervas daninhas. Theophrastus (300
a.C.), o pai da botanica, descreveu doencas de plantas hoje conhecidas como
ferrugem, podriddo e gorgulho. O Antigo Testamento faz referéncia as pragas do
Egito nas quais os gafanhotos eram 0s principais responsaveis e até 0s nossos
dias continuam causando perdas importantes na producéo agricola (CREMLYN ,
1991).

O emprego de produtos quimicos para o controle de pragas remonta a época
da Grécia e Roma antigas. O conhecimento de que o enxofre evitava doencas e
combatia insetos antecede a 1000 a.C., assim como 0 emprego do mesmo como
fumegante foi mencionado por Homero. O uso do arsénio como inseticida foi
recomendado por Plinio (23 - 79 d.C.) e, posteriormente, pelos chineses no século
XVI. No século XVII a nicotina, na forma de um extrato do tabaco, foi o primeiro
inseticida de ocorréncia natural a ser utilizado. Entretanto, as primeiras
recomendacdes de uso destes produtos careciam de qualquer embasamento
cientifico e somente no século XIX iniciaram-se o0s primeiros estudos sistematicos
sobre o emprego de produtos quimicos para o controle de pragas na agricultura.
Isso levou a introducgdo, por volta de 1850, dos pesticidas naturais rotenoides
(rotenona) e piretréides (piretrum) e do verde de Paris (arsenito de cobre) em
1867. Em 1896 teve-se as primeiras observagdes sobre o emprego de produtos
guimicos (calda bordolés — mistura de sulfato de cobre e hidréxido de calcio) no
combate as ervas daninhas. Em 1900, o uso do arsenito de cobre era tdo amplo
gue suscitou a criagcdo de uma legislacdo, possivelmente a primeira do mundo,
para regulamentar o uso de pesticidas (CREMLYN, 1991; OMS/PNUMA, 1992).

Nas décadas de 30 e 40 foram patenteados diversos pesticidas como o

dinitro-orto-cresol na Franca, tiram nos EUA, difenil tricloroetano (DDT) na Suica,
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fenoxiacéticos na Inglaterra e o Clordano na Alemanha, assim como compostos
triazinicos, aminas quaternarias e derivados da uréia nas duas décadas
subsequentes (HENAO; COREY, 1991).

A partir de 1970, embasado em conhecimentos mais aprofundados dos
mecanismos biolégicos e bioquimicos e da interacdo hospedeiro-parasita,
surgiram inameros agrotéxicos mais eficazes como as sulfoniluréias, os
piretréides sintéticos e o glifosato, assim como novas estratégias de formulacéo e
novos métodos de aplicacdo (OMS/PNUMA, 1992).

No Brasil, o primeiro uso de agrotoxico ocorreu na cidade de Cacador, estado
de Santa Catarina, em dezembro de 1946, onde foi empregado o

hexaclorocicloexano no exterminio de gafanhotos (ZANIN et al., 1992).

Atualmente estima-se que cerca de 1.500 substancias com acao pesticida
sejam utilizadas como ingredientes ativos em todo o mundo. No entanto, o
numero de formulagbes é bem superior, pois a partir desses ingredientes ativos
sdo preparadas diversas misturas dos mesmos ou destes com outras substancias
empregadas como solventes, emulsificantes e surfactantes, as quais variam
geogréfica e cronologicamente (BRASIL, REPRESENTACAO OPAS/OMS, 1996).
No Brasil, os agrotoxicos incluem uma diversidade de cerca de 300 principios
ativos e 2000 formulacbes comerciais (BRASIL/MINISTERIO DA
SAUDE/FUNDAC}AO NACIONAL DA SAUDE/CONSELHO NACIONAL DE
EPIDEMIOLOGIA, 1998).

Conforme o Decreto n° 4.074 de 04 de janeiro de 2002, no seu artigo
primeiro, inciso IV, entende-se agrotoxicos e afins como: “produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e 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, bem como as substancias e produtos
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empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento” (BRASIL. PRESIDENCIA DA REPUBLICA, CASA CIVIL,
SUBCHEFIA PARA ASSUNTOS JURIDICOS, 2002).

Na literatura é freqliente o emprego do termo pesticida. Para CASARETT e
colaboradores (1996) pesticida refere-se a qualquer substancia ou mistura de
substancias produzidas especificamente para prevenir, destruir, repelir ou mitigar
gualquer peste. Os mesmos autores também consideram pesticidas como
gualquer agente fisico, quimico ou biolégico que destrua qualquer planta ou

animal indesejavel, neste caso considerado peste.

Para a Organizacdo das Nacfes Unidas para a Agricultura e Alimentacao
(FAO, 2003), pesticida € qualquer substancia ou mistura de substancias destinada
a prevencdo, destruicdo ou controle de qualquer peste, incluindo vetores de
doencas humanas ou animais, espécies indesejadas de plantas ou animais que
possam causar prejuizo ou interferir de qualquer outra forma na producéo,
processamento, armazenagem, transporte ou comercializagdo de alimentos,
produtos agricolas, madeira ou produtos de madeira, alimentos para animais, ou
gque podem ser administrados aos animais para combater insetos ou outras
pragas em ou sobre seus corpos. O termo inclui substancias usadas como
reguladores do crescimento de plantas, desfolhantes, dessecantes, ou agentes
para reduzir a densidade de frutas, ou prevenir a queda prematura de frutas e as
substancias aplicadas nos cultivos, antes ou depois da colheita, para proteger o
produto contra a deterioracdo durante o armazenamento e transporte. Neste

estudo, os termos agrotoxico e pesticida serdo utilizados como sinébnimos

Os agrotdxicos podem ser classificados quanto ao seu uso, grupo quimico a
gue pertencem, periculosidade ambiental e classe toxicolégica. Quanto ao uso
podem ser distribuidos em diversos grupos, sendo que entre os utilizados em
maior escala a nivel mundial encontram-se os herbicidas, inseticidas e
fungicidas, enquanto que outros como 0s acaricidas, rodenticidas, nematicidas,

molusquicidas, reguladores do crescimento de plantas, desfolhantes e
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dessecantes, representam grupos de emprego em menor escala
(FARQUHARSON, 1976).

No que tange aos grupos quimicos podem ser citados os organofosforados,
organoclorados, piretréides, carbamatos, etileno-bis-ditiocarbamatos, bipiridilos,
ftalimidas, ftalonitrilas, fenoxiacéticos, triazois e glicinas como grupos amplamente
utilizados (AZEVEDO, 1995).

A Portaria n° 84/96, de 15 de outubro de 1996, do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), estabelece em seu art.
3% a classificacdo dos agrotéxicos quanto ao potencial de periculosidade
ambiental em quatro classes: Classe | — Produto altamente perigoso; Classe Il —
Produto muito perigoso; Classe Il — Produto perigoso e; Classe IV — Produto
pouco perigoso. O mesmo artigo discrimina os parametros (bioacumulacao,
persisténcia, transporte, toxicidade para diversos organismos, potencial
mutagénico, teratogénico e carcinogénico) nos quais baseia-se a classificacao
(IBAMA, 1996).

A classificacdo toxicolégica para os agrotdéxicos no Brasil € funcdo do
Ministério da Saude. Este deve classificar os produtos em quatro classes,
devendo inclusive, cada produto apresentar uma faixa colorida no roétulo,
indicativa de sua classe toxicoldgica, conforme quadro 2.1 e tabela 2.1 (BRASIL —
MINISTERIO DA SAUDE - ANVISA, 1992).

Classe | Extremamente toxico Faixa vermelha
Classe Il Altamente toxico Faixa amarela
Classe lli Medianamente téxico Faixa azul
Classe IV Pouco toxico Faixa verde

Quadro 1. Classificagdo toxicologica e cor da faixa no rétulo de produto
agrotoxico. Fonte: BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA, 1992.
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Tabela 1. Classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos segundo a DLsp em ratos.

Grupos DLso Liguidos mg/kg DLso Sélidos mg/kg peso
peso corporal corporal
Extremamente toxico [0 20 mg/kg <5 mg/kg
Altamente toxico > 20 [0 200 mg/kg 5 —50 mg/kg
Medianamente toxico > 200 [J 2000 mg/kg 50 — 500 mg/kg
Pouco toxico [1 2000 mg/kg 500 — 5000 mg/kg

Fonte: adaptado BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA, 1992.

Para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a classificacdo quanto ao risco
de um pesticida para a salde humana estd primariamente fundamentada na
toxicidade aguda oral e dérmica (DLsp) do ingrediente ativo para o rato, uma vez
gue estas determinacdes sao consideradas procedimentos padronizados em
toxicologia. O pesticida é classificado sempre segundo o maior risco por qualquer
das vias, oral ou dérmica, podendo ser considerados outros aspectos quando o
risco para a saude humana diferir do indicado pela avaliacdo isolada pela DLsg
(WHO, 2000).

Tabela 2. Classificacédo dos agrotoxicos segundo a DLsy em ratos

Classe DLso (mg/kg de peso corporal)
Oral Dérmica
Sdlidos Liquidos Sélidos  Liquidos
la Extremamente perigosos 5 120 (110 (140
Ib Altamente perigosos 5-50 20 - 200 10 -100 40 - 400
Il Medianamente perigosos 50-500 200 -2000 100 - 1000 400 - 4000
[ll__Pouco perigosos > 500 > 2000 > 1000 > 4000

Fonte: WHO, 2000.

3.2 GLIFOSATO

3.2.1 Caracterizagcdo quimica e propriedades fisico-quimicas

O glifosato € um acido organico fraco constituido de uma molécula de glicina
e uma de fosfonometila, denominado N-(fosfonometil)glicina (fig. 1). Na sua

forma pura, o glifosato € um pé, branco, inodoro, com densidade especifica de
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1,704 g/cm?®, a 20° C, solubilidade em &gua de 11,6 g/L, a 25° C e pH 2,5 em
solucdo a 1%. Devido a sua alta polaridade é praticamente insolivel em solventes
organicos como etanol, acetona e benzeno (WHO, 1994).

Figura 1. Molécula do glifosato (C3HgNOsP)

O Glifosato como produto comercial é disponibilizado em diferentes
formulagbes e concentragbes. Usualmente é formulado como um sal do é&cido
glifosato desprotonado e um cation, a isopropilamina (sal de isopropilamina — fig
2), em solucdo aquosa, na concentragdo de 356 g/L do acido livre ou 480 g/L do

sal e tendo como surfactante a polioxietilenoamina (WILLIAMS; KROES; MUNRO,
2000).

Figura 2. Glifosato na forma de sal de isopropilamina

3.2.2 Emprego e Mecanismo de acao

O glifosato é um herbicida sistémico, p6s-emergente e ndo seletivo, derivado

da glicina, utilizado para o controle de plantas daninhas na agricultura e pecuaria,
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na implantacdo de espécies florestais (eucaliptus e pinus), em areas industriais,
estradas de ferro e de rodagem, areas residenciais (patios), linhas de alta tenséo,
canais drenados, ambientes urbanos como calcadas, ruas, terrenos baldios,
jardins e parques. No Brasil € empregado no controle de cerca de 70 espécies de

plantas daninhas perenes e 80 espécies de anuais (ANDREI, 1999).

O mecanismo de acéo do glifosato em plantas fundamenta-se em interferir na
biossintese dos aminoacidos arométicos essenciais fenilalanina, tirosina e
triptofano. O mesmo inibe a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetase,
que é responsavel pela biossintese do corismato, um intermediario na sintese
destes aminoacidos. Esta via enzimatica ndo esta presente no reino animal
(CREMLYN, 1991; WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

3.2.3 Toxicocinética

3.2.3.1 Absorcéo

Trabalho realizado com ratos demonstrou que apés a administracéo oral de
uma dose Unica de 10 mg/kg de peso corporal de glifosato acido, marcado com
14C e °C, a taxa de absorcdo ficou em torno de 35% a 40% (BREWSTER;
WARREN; HOPKINS, 1991).

Estudo da absorcdo percutdnea do glifosato na forma de sal de
isopropilamina, realizado em macacos Rhezus, demonstrou uma taxa de
absorcédo de 3,7% em dose baixa (25 pg/cm?) e de 5,5% em dose alta (270
ng/cm?), ap6és um tempo de contato de 12 h (WESTER et al., 1991).
Experimentos realizados in vitro com pele humana revelaram uma taxa de
absorcao do glifosato em solucdo aquosa, de 1,42% da dose aplicada (WESTER,;
QUAN; MAIBACH, 1996).
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3.2.3.2 Distribuicao

A distribuicdo do glifosato no organismo (ratos machos e fémeas) foi
determinada pela medida da concentracdo em mg de glifosato marcado com
14C/kg do tecido fresco, sete dias apds uma dose oral tnica (10 ou 1.000 mg/kg
de peso corporal). A distribuicdo foi ampla, embora a absorcéo tenha sido
pequena. Diversos tecidos foram analisados e os resultados estdo expressos na
tabela 3 (WHO, 1994)

Tabela 3. Distribuicao tecidual do glifosato apds dose oral Unica em ratos

Dose de 10 mg /kg peso corporal Dose 1000 mg/kg peso corporal
Tecido [ ] mg/kg tec. fresco Tecido [ ] mg/kg tec. fresco
Osso 0,55 Osso 30,6
Colon 0,034 Colon 11,0
Figado 0,030 Figado 19
Medula 6ssea 0,029 Medula 6ssea 4,1
Rim 0,022 Rim 19
Intestino delgado 0,022 Intestino delgado 19
Pulméo 0,015 Pulméo 15
Baco 0,012 Baco 2,6
Estdbmago 0,0080 Estdbmago 2,4
Mucosa nasal 0,0050 Mucosa nasal 1,7
Sangue 0,0045 Sangue 0,33
Tireoide 0,00080 Tireoide 15

Fonte: Adaptado de WHO, 1994

3. 2.3.3 Metabolizacao

O principal metabdlito encontrado em estudos realizados em ratos foi o acido

aminometilfosfonico (AMPA), em concentracdo de 0,2% a 0,3% da dose
administrada (WHO, 1994).
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Figura 3. Acido aminometilfosfénico

3.2.3.4 Excrecgéao

Apos administracdo de dose oral Unica (10 ou 1.000 mg/kg de peso corporal)
a excrecao nas fezes foi de 62 a 70 % em ambas as doses, enquanto que a
excrecdo urinaria foi de 14 a 18% e de 22 a 29% para as doses de 1000 e 10
mg/kg de peso corporal, respectivamente, e menos do que 0,2% foi eliminado via
expiracdo (WHO, 1994). CHAN e MAHLER (1992), obtiveram valores para
excrecao fecal e urinaria em ratos, 72 horas apés dose oral de 5,6 ou 56 mg/kg de
peso corporal, de 70 a 80% e de 20 a 30%, respectivamente, permanecendo
cerca de 1% no organismo. O mesmo estudo verificou que a excregado fecal
correspondia ao glifosato ndo absorvido, enquanto que a excrec¢ao urinaria
correspondia a quantidade de glifosato absorvida. Esta conclusdo foi possivel

apos a administracao do glifosato por via intraperitoneal e endovenosa.

3.2.4 Periculosidade ambiental

No que tange ao potencial de periculosidade ambiental, o IBAMA classifica os
produtos a base de glifosato como “Produto perigoso” Classe Il embora existam
algumas formulagbes enquadradas na Classe IlI- “Produto muito perigoso”
(BRASIL-MAPA-ANVISA-IBAMA, sd).
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O glifosato liga-se fortemente ao solo ndo sendo absorvido pelas raizes de
plantas, mas a sua translocacdo para este, a partir da absorcéo pelas folhas e
outras partes dos vegetais, ocorre prontamente. No solo a sua meia-vida oscila
muito, de poucos dias a varios meses e na agua de 12 horas a 7 semanas, sendo
degradado, principalmente, a acido aminometilfosfénico. A bioacumulacdo em
alimentos nao € esperada devido a sua caracteristica ibnica e sua solubilidade em
agua (WHO, 2003).

3.2.5 Classificacao toxicolégica

A DLso para o glifosato em ratos na forma do &cido de N-(fosfonometil)glicina
€ 4.230 mg/kg de peso corporal para o estado soélido e de mais de 5.000 mg/ kg
de peso corporal para o estado liquido, sendo classificado, segundo a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) como um produto que seria improvavel de
causar risco agudo em uso normal continuado (WHO, 1994; WHO, 2000).
Segundo LARINI (1999) a DLsp do glifosato é de 4.870 e 1.570 mg/kg de peso
corporal para ratos e camundongos, respectivamente. No Brasil, as formulacdes
contendo glifosato, na sua maioria encontram-se na forma de sal de
isopropilamina e séo classificadas pelo Ministério da Saude, quanto a toxicidade,
como produto da Classe IV - pouco toxico. No entanto, existem produtos que
foram enquadrados como Classe lll - medianamente tdxico, como alguns na
forma de sal de potassio (BRASIL-MAPA-ANVISA-IBAMA, sd).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

Em relacdo as possibilidades de gerar contaminacdo, os agrotdxicos
ocupam uma posicao especial entre os muitos produtos quimicos aos quais o ser
humano pode ser exposto. Pode-se salientar a exposicdo ocupacional primaria, a
gue estdo sujeitos os trabalhadores da agricultura diretamente envolvidos no
manuseio dos agrotoxicos e outros dedicados aos demais afazeres rurais, 0s
trabalhadores das industrias de pesticidas, os implicados no transporte e
armazenamento e 0s que se ocupam da aplicacdo de alguns destes produtos,

sobretudo os inseticidas, em saude publica. Secundariamente os agrotdxicos
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podem contaminar a populacdo em geral, por meio do consumo de agua e
alimentos contaminados e a populacdo que reside nas proximidades de areas
agricolas. Pode ainda ocorrer contaminacao pelo uso domeéstico em areas rurais ou
urbanas (MARONI et al., 2000).

Quanto a duracéo da exposicao aos agrotoxicos podem ser encontrados
termos como exposi¢ao aguda, aguda-unica, aguda-repetida, sub-cronica, crénica
e aguda sobre cronica. KEMPLE (2001), refere-se a exposicdo aguda como
aquela que ocorre uma ou duas vezes num periodo de tempo de uma semana ou
menos. A exposicdo crénica é aquela que ocorre por espaco de tempo superior a
10% do tempo médio de vida considerado para aquela espécie. Por sua vez, a
exposi¢cdo sub-crénica compreenderia aquela que ocorresse por um periodo de

mais de sete dias e menos de 10% da vida média.

O Ministério da Saude com a Fundagdo Oswaldo Cruz recomendam aos
centros de Assisténcia Toxicoldgica classificar as exposicdes como: Aguda-unica:
aquela ocorrida na forma de exposicdo Unica; Aguda-repetida: quando ocorreu
mais de uma exposicdo em um periodo inferior a 15 dias; Crbnica: a exposicao
gue ocorra por mais de quinze dias, e; Aguda sobre crbnica: aquela em que
ocorra uma exposicdo aguda em individuos cronicamente expostos a mesma
substancia ou produto (BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/FIOCRUZ, 2001).

Em face da importancia epidemioldgica para a saude publica, a presenca de
residuos de agrotdxicos na agua e alimentos deve ser investigada. No entanto,
justamente nos paises onde a vigilancia sobre a qualidade e o uso dos agrotéxicos
€ menos rigorosa e, portanto, com maior possibilidade de contaminagdo com tais
residuos, ha caréncia de centros com tecnologia para um amplo acompanhamento
dos niveis destes contaminantes (DINHAM, 2003).

A pesquisa de agrotoxicos como contaminantes da agua geralmente tem
focalizado o ingrediente ativo do produto, entretanto, esta conduta pode levar a
distorcBes na interpretacdo do potencial de risco oferecido para a saude humana.

Uma pesquisa com o objetivo de quantificar os produtos de degradacédo dos
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herbicidas na 4gua de pocos em lowa — USA, demonstrou que estes encontravam-
se em frequéncia e quantidades superiores aos seus compostos de origem nas
mesmas amostras analisadas. Além disso, os produtos de degradacdo dos
herbicidas representaram 8 dos 10 compostos mais frequentes e, embora as
concentracfes individuais dos analitos ndo tenham ultrapassado os limites
permitidos pelas autoridades locais, deve-se considerar que para mais da metade
dos compostos analisados ainda ndo haviam sido estabelecidos limites maximos
aceitaveis. Outro aspecto € o critério para os limites destes produtos na agua para
consumo humano, que leva em conta somente o composto individualmente, nao
considerando o efeito da soma de todos 0s compostos presentes naquela amostra
(KOLPIN; THURMAN; LINHART, 1999). Outros trabalhos demonstraram a
contaminacdo de aguas de superficie e do sub-solo por pesticidas em diversos
locais do mundo. TAPPE, GROENEWEG e JANTSCH (2002) demonstraram a
presenca de atrazina (herbicida, triazinico) em agquiferos na Alemanha. Na Africa
do Sul, DALVIE e colaboradores (2003) encontraram endossulfan (inseticida e
acaricida, organoclorado), deltametrina (inseticida, piretréide sintético), clorpirifés
(inseticida, organofosforado), iprodine (fungicida, hidantoinas), fenarimol (fungicida,

pirimidinas) em aguas de superficie e do sub-solo.

Para o glifosato o limite estabelecido em aguas é de 5.000 ug/L e para o AMPA
valores idénticos tém sido aceitos, embora nenhum valor tenha sido oficialmente
adotado (WHO, 2003). O glifosato e o AMPA foram pesquisados em aguas de
superficie na Holanda durante os anos de 1988 e 1989, onde foram encontradas
concentragdes de 0,5 a 1,0 pug/L e 6,0 pg/L, respectivamente (WHO, 1994). No
Canada valores de até 5.153 ug/L foram encontrados ap0s aplicacdo aérea direta
deste herbicida sobre lagos e coOrregos. Estes valores decresceram até niveis
indetectaveis em horas a dias apds, dependendo da vegetacdo presente nos
mesmos. Nos EUA os valores oscilaram de 90 a 1.700 ug/L de agua filtrada obtida
de acudes e 35 a 1.237 pg/L quando oriunda de corregos, também apos aplicacéo
aérea direta (WHO, 2003).

A presenca de agrotoxicos em alimentos é outra fonte de preocupacdo em

vista dos riscos que tais produtos podem representar para a saude humana.
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VALENZUELA, PICO e FONT (2001) detectaram residuos de acaricidas e
inseticidas em 25,4% das 150 amostras de laranja examinadas na cidade de
Valencia — Espanha, e em 2,7% das amostras, dois dos inseticidas analisados
encontravam-se em valores acima dos limites maximos permitidos. Pesquisa
realizada em amostras de uva na lItalia, nos anos de 1996 (481 amostras), 1998
(1.195 amostras) e 1999 (1.949 amostras) demonstrou que 7,9%, 6,5% e 2,5%,
respectivamente, estavam contaminadas com um dos 16 pesticidas analisados
(CABRAS; CONTE, 2001). Residuos de organoclorados suplantando os limites
permitidos foram detectados em carne de cordeiro na loguslavia (SPIRIC; SACIC,
1998) e em hortalicas na india (BAKORE; JOHN; BHATNAGAR, 2002).

No Brasil, ARAUJO e colaboradores (1999) pesquisaram residuos de
endossulfan em 32 amostras de 22 plantacbes individuais de tomates nas
proximidades de Recife. Foram encontrados residuos em 28% das amostras
analisadas com valores de 35 a 510 pg/kg de tomate, embora a legislacdo, desde
1985, s6 permita 0 emprego deste agrotéxico nas culturas de cacau, cana-de-
acucar e café, onde os valores maximos permitidos sdo 10 ppb para as duas
primeiras e 40 ppb para graos, na ultima. O hexaclorociclohexano (isbmero alfa) e
o endossulfan foram detectados em 0,76 e 10,6% respectivamente, das 132
amostras de leite examinadas na cidade de S&o Paulo. Outros compostos
pertencentes aos grupos dos carbamatos, piretrdides, organosforados foram
pesquisados e ndo detectados nas amostras analisadas (CISCATO; GEBARA,
SPINOSA, 2002).

CALDAS e SOUZA (2000) avaliaram o risco cronico dos pesticidas na dieta,
por meio do calculo da Ingestdo Diaria Tedrica Maxima (IDTM) em funcdo dos
limites maximos permitidos no Brasil ou no exterior (Qquando inexistente no pais)
para cada substancia e dos dados de consumo de alimentos fornecidos pelo IBGE.
O risco foi medido comparando a IDTM com a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) do
Codex Alimentarius. A IDTM foi maior que a IDA para 23 agrotdxicos em pelo
menos uma das 11 regibes metropolitanas avaliadas. Os produtos que mais
contribuiram para a ingestdo de agrotoxicos foram o arroz, o feijdo, as frutas

citricas e o tomate.
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Dados referentes ao glifosato sdo menos freqlentes e geralmente oriundos de
exposi¢cdes provocadas experimentalmente. Segundo a FAO/WHO (1986), o uso
do glifosato no pré-plantio ndo resultou em valores detectaveis do produto nos
graos de cereais (0,05 mg/kg do cereal), entretanto, quando a aplicagéo foi
realizada na pré-colheita os resultados encontrados oscilaram de 0,2 a 4,8 mg/kg
do cereal, sendo a IDA para o glifosato em humanos de 0 a 0,3 mg/kg de peso

corporal.

Na Dinamarca o glifosato é o agrotoxico mais utilizado. A pesquisa do mesmo
e do seu metabdlito AMPA em cereais destinados ao consumo humano, obtidos
das safras de 1998 (49 amostras) e 1999 (46 amostras), revelou-se positiva em
60% das amostras analisadas, com valores médios de 0,08 e 0,11 mg/kg de
cereal e maximos de 1,25 e 1,62 mg/kg, respectivamente. Calculos realizados a
partir das concentragdes nos cereais e do consumo humano destes forneceram a
estimativa de uma ingestéao de 7 pg/dia (GRANBY; VAHL, 2001).

Dados especificos da quantificacdo de residuos do glifosato em alimentos no
Brasil ndo foram obtidos, entretanto, calculos baseados no limite maximo permitido
de residuo e na ingestdo de alimentos permitiram concluir que a IDTM deste
produto ndo ultrapassa a IDA nas regides metropolitanas estudadas (CALDAS;
SOUZA 2000).

No que se refere a intoxicacdes humanas, um relatério da Organizacdo
Mundial da Saude com as Nacdes Unidas, estima que em 1985 cerca de 3 milhdes
de pessoas apresentaram envenenamento agudo por pesticidas no mundo
causando cerca de 220.000 mortes (WHO, 1990). Dados sobre efeitos especificos
da exposicdo cronica aos pesticidas estimam em 735.000 casos, enquanto que
para efeitos inespecificos, como o cancer, estimam-se em 37.000 (JEYARATNAM,
1990). Nos paises em desenvolvimento, os indices de envenenamento por
agrotdéxicos sao muito superiores aos dos paises desenvolvidos. Segundo
JEYARATNAM (1993), os paises em desenvolvimento respondem por quase 99%
das mortes devidas a intoxicacdo aguda por pesticidas no mundo, mas

representam cerca de 20% do consumo mundial destes produtos.
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No Brasil, os dados estatisticos relacionados com a exposicao a estes
produtos sdo incompletos. A nivel nacional os registros quanto ao agente toxico
nao sao efetuados por agrotoxico, sendo as intoxica¢des reportadas apenas como
agrotéxicos/uso agricola, agrotoxicos uso doméstico e raticidas. Durante o ano de
2000 foram registrados no Sistema Nacional de Informacdes TOxico-
Farmacoldgicas (SINITOX) 11.543 casos de intoxicacfes por agrotoxicos, incluidos
os raticidas, com 208 6bitos. A intoxicacao por estes agentes representou 15,86%
de um total de 72.786 casos, correspondendo a segunda maior causa de
intoxicacbes no pais, sendo menor apenas para as ocasionadas por
medicamentos, que foi de 30,39%. Porém, quanto a letalidade é a primeira, com
uma taxa de 1,8% e representando 55,17% do total de 377 6bitos ocorridos. As trés
principais circunstancias nas quais ocorreram as intoxicacdes por agrotoxicos
foram: tentativa de suicidio (41,6%), acidente individual (37,35%) e ocupacional
(13,3%). A notificacdo de casos de intoxicacdo por agrotdéxicos ndo € compulsoria
e nao existem Centros de Informacdes Toxicologicas (CITs) em todos os estados.
Além disso, o envio dos dados registrados por estes centros ao SINITOX também
nao € compulsorio, de forma que as estatisticas dos casos registrados estéo
subestimadas (SINITOX).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1990) para cada caso
notificado de intoxicagao ter-se-ia 50 outros nao notificados, o que corresponderia,
estimativamente, a 577.150 casos de intoxicacao por agrotoxicos no Brasil, durante
0 ano de 2000. Esses dados caracterizam o0 evento intoxicacdo por agrotoxicos e
as doencas dele decorrentes como um problema de saude publica. No ambito
financeiro, considerando que o Sistema de Saude despende cerca de R$ 150,00
para cada caso de intoxicacdo (BRASIL/MINISTERIO DA SAUDE/FUNDAGCAO
NACIONAL DA SAUIDE/CONSELHO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 1998), o
custo total estimado para o tratamento das intoxicacdes por agrotdxicos atingiria a
cifra de R$ 86.572.500.

Dados especificos para um agrotoxico sao dificeis de se obter. O relatorio
anual da Associacdo Americana de Centros de Controle de Intoxicacdes (APCC),

referente ao ano de 2001, registrou 2.267.979 casos oriundos dos 64 centros
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participantes, dos quais 90.010 (4% do total) foram devidos a pesticidas. O
glifosato foi 0 agente toxico responsavel por 4.426 casos, correspondendo a
0,195% de todas as intoxicacoes e a 4,92% das referentes aos pesticidas
(LITOVITZ, 2002).

Em Santa Catarina um estudo retrospectivo (COLARES, 2002) realizado com
base nos casos registrados no CIT-SC entre abril de 1984 e marco de 2000 revelou
gue neste periodo houve um total de 36.243 intoxicacdes, das quais 4.111 por
agrotoxicos e destas, 396 foram pelo glifosato. A incidéncia por 100.000 habitantes
de registros de intoxicagbOes por este produto que foi zero em 1984 cresceu para
1,49 em 1999.

A maioria dos registros de intoxicacdes refere-se a casos agudos, sendo que
os devidos a exposicao cronica sdo escassos e ainda mais subestimados que o0s
agudos, quer pela dificuldade no estabelecimento de uma relagao causal, quer pela
falha ou inexisténcia de um sistema de registro efetivo para esse tipo de
envenenamento. Em consequéncia destas dificuldades os efeitos desse tipo de
exposicdo sobre a saude humana estdo basicamente condicionados as
extrapolacbes de estudos in vitro, em animais de laboratério ou a estudos
epidemioldgicos (ECOBICHON, 2001).

3.4 EFEITOS SOBRE A SAUDE

Na literatura mundial existem inUmeras referéncias associando a exposicéo
aos pesticidas com varias patologias ou alteracdes em parametros do organismo
humano (STILLER-WINKLER et al., 1999; BUCKLEY et al., 2000; ARBUCKLE; LIN;
MERY, 2001; BEARD et al., 2003, FARAHATT et al., 2003).

Alteracdes neurocomportamentais foram demonstradas em homens apds a
exposicdo ocupacional a agrotéxicos organofosforados aplicados nas plantacdes
de algoddo, no Egito. Os individuos expostos apresentaram performance
significantemente mais baixa em testes que avaliavam a abstracdo verbal,

memoria, atencdo, solucdo de problemas e resposta visual motora, quando
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comparados com um grupo controle da mesma faixa etaria, condicdes

socioecondémicas e nivel educacional (FARAHAT et al, 2003).

Em pesquisa realizada em agricultores (791 individuos) do Colorado-EUA,
entre 1992 e 1997, concluiu que havia forte associacdo entre sintomas de
depressdo e a exposicdo aos organofosforados (STALONE; BESELER, 2002a).
Outro estudo realizado pelos mesmos autores verificou que a dificuldade de
concentracdo, necessidade de anotacdo para lembrar de tarefas, dificuldade no
entendimento de noticias de jornais e revistas, irritacdo, palpitacdo, cefaléia e
necessidade de dormir mais que o habitual foram sintomas associados
significantemente com a exposicdo aos organofosforados (STALONE; BESELER,
2002b).

A MEKONNEN e AGANOFIR (2002) avaliaram o efeito dos pesticidas sobre a
func@o respiratoria de trabalhadores rurais ndo fumantes da Etiopia e constataram
gue a mesma era consideravelmente inferior ao grupo controle, também de né&o

fumantes.

Estudo realizado por BENER e colaboradores (2002) nos Emirados Arabes
Unidos, demonstrou que os agricultores expostos aos pesticidas apresentavam alta
prevaléncia de sinais e sintomas respiratorios e dérmicos quando comparados com
0 grupo controle. Tosse, faringite, bronquite, asma, insuficiéncia respiratoria,
pneumonia, sinusite, dermatite de contato, irritacdo nasal e cutanea foram os sinais
e patologias com diferencas estatisticamente significantes, além da reducéo
significante nos parametros de espirometria como um todo e elevacdo dos niveis

da IgE sérica total.

A nivel 6sseo também foi constatado comprometimento. COMPSTON e
colaboradores (1999) verificaram que agricultores cronicamente expostos aos
organofosforados apresentavam deficiente formacdo O6ssea tanto a nivel tecidual

guanto celular.



26

Estudo de coorte realizado por BEARD e colaboradores (2003) sobre
trabalhadores rurais expostos aos agrotéxicos no periodo de 1935 a 1996, revelou
uma taxa de mortalidade significantemente alta para diabetes e asma, quando
considerado o periodo total analisado, em comparacdo com a populagédo
australiana em geral. Este estudo também evidenciou elevada mortalidade para
outro grupo de patologias freqliientemente associadas a exposicdo aos pesticidas,

as neoplasias.

Atualmente vérios trabalhos tém relacionado a exposicdo cronica de
agricultores e trabalhadores industriais aos pesticidas de diversos grupos
guimicos com o desenvolvimento de cancer (GOLDSMITH, 1998; FLEMING et al.,
1999; MATHUR et al., 2002). Esta patologia ocupa a segunda posicado como
causa de morte nos paises desenvolvidos. No Brasil a estimativa da incidéncia de
cancer para o ano de 2003, indica que deverao ser registrados 402.190 novos
casos. Os dados para mortalidade prevéem a ocorréncia de 126.960 o6bitos,
estabelecendo o cancer como a terceira principal causa de morte (12,32% do total
de Obitos) no pais, superada apenas pelas doencas cardiovasculares e pelas
causas externas (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER - INCA, 2003).

O cancer pode ser definido como uma classe de doengas que se caracteriza
por um crescimento descontrolado de células funcional e morfologicamente
anormais, as quais possuem capacidade de invadir tecidos e 6rgéos contiguos ou
distantes, através do sangue, linfa e cavidades serosas, caracterizando as
metéstases (SIMONE, 2000). No entanto, a oncogénese ndo € um evento que
ocorre de forma aguda, mas constitui-se em um processo de multiplos passos
conduzidos pelo acumulo de alteracbes genéticas, usualmente por um periodo de
varios anos da vida, culminando com a perda dos controles celulares normais
sobre a divisdo, proliferacdo e diferenciacdo da célula (CORTNER; VANDE
WOUDE; VANDE WOUDE, 1997). A nivel celular, para o desenvolvimento do

cancer devem ocorrer trés alteracoes:

Imortalizacdo: é a capacidade de crescimento indefinido pela célula,

porém, esta ainda mantém caracteristicas como a dependéncia de adeséo
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a uma superficie sdlida, a dependéncia do soro (fatores de crescimento), a

inibicdo dependente do contato e a organizagao do citoesqueleto;

Transformacao celular: representa a independéncia da célula em relacao

aos mecanismos de controle do crescimento;

Metastase: constitui-se na capacidade de invadir tecidos normais formando

novas col6nias em outros sitios do organismo.

As multiplas alteracdes que ocorrem no material genético da célula para torna-
la cancerosa sdo denominadas mutacdes. Quando essas mutagcdes ocorrem na
classe dos genes supressores de tumor ou na classe dos genes ditos oncogenes,
levam a transformacédo celular e estdo associadas com a formagédo de tumores
(LEWIN, 1997). Entretanto, as causas que determinam as alteragdes no material
genético da célula culminando no cancer ainda nao estdo bem definidas, mas ha
evidéncias de que a maioria dos casos esteja associada a fatores externos ao
organismo, como o estilo de vida e o0 meio ambiente. Nestes, podemos incluir o
tabagismo, a exposicdo a radiacdes (ultravioleta e ionizantes), alguns virus, a
dieta, e a exposicdo a produtos quimicos entre 0s quais se encontram 0S
pesticidas (OMENN, 2000).

No estudo realizado por BEARD e colaboradores (2003), com trabalhadores
rurais expostos aos agrotéxicos no periodo de 1935 a 1996, o cancer de pancreas
apresentou elevada incidéncia de mortalidade para o periodo classificado como
periodo do DDT (1955 a 1962), enquanto que as leucemias, especialmente a
mieléide aguda, a mortalidade foi significante no periodo dos quimicos modernos
(1962 a 1996).

HOAR e colaboradores (1986) realizaram um estudo epidemiolégico no Estado
do Kansas, no qual verificaram um aumento de 6 vezes para o0 risco de
desenvolver linfoma nao-Hodgkin (LNH), em agricultores expostos por mais de 20
dias/ano aos herbicidas do grupo dos fenoxiacéticos, quando comparados ao

grupo controle da populagcdo em geral. Verificaram ainda que este risco
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aumentava com o tempo de exposicdo. Outro estudo epidemiologico realizado em
criangcas e adolescentes americanos com menos de 20 anos de idade,
demonstrou a associacao entre o aumento da freqiéncia no uso doméstico de
pesticidas e LNH, sem relaciona-lo a um produto ou grupo especifico (BUCKLEY
et al., 2000). BLAIR e ZAHM (1995) revisaram a frequéncia das diferentes causas
de morte entre agricultores observando um aumento na mesma, para a morte por
leucemias, LNH, cancer de préstata, cérebro, estbmago e labios, melanoma e
sarcoma de tecidos moles, enquanto houve reducdo nas mortes por doenca
cardiaca, cancer de pulmdao, bexiga, figado, célon, eséfago, reto e rins, quando
comparada ao grupo controle. Uma pesquisa realizada na Suécia por HARDEL e
ERICKSON (1999) demonstrou que a exposi¢ao a herbicidas, incluindo todos os
grupos quimicos, aumenta o risco para LNH. O mesmo foi verificado para os
fungicidas, porém, o numero de individuos expostos aos diferentes produtos era

pequeno.

As consequéncias da exposicdo aos pesticidas durante a gestacdo também
foram avaliadas. Estudo retrospectivo, realizado nas Filipinas por CRISOSTOMO
e MOLINA (2002), comparou mulheres residentes em areas agricolas, onde o uso
de pesticidas ocorreu de forma tradicional (pressupbe maior exposicdo aos
pesticidas) com mulheres na mesma situacéo ocupacional, porém, localizadas em
areas onde foram empregadas praticas de manejo integrado de pragas
(pressupbe uma exposicdo em niveis mais baixos). A frequéncia de aborto
espontaneo foi significantemente maior nas mulheres de areas onde os pesticidas
foram empregados de forma tradicional, o mesmo ocorrendo para os dados
referentes aos defeitos ao nascimento. Por sua vez, RECCIO e colaboradores
(2001) observaram significante associacdo entre a concentracdo de metabdlitos
de organofosforados na urina, especialmente o dietilfosfato, com a frequéncia de

aneuploidias nos nucleos de espermatozoides de agricultores mexicanos.

Devido ao importante papel que o sistema imunoldgico desempenha no
organismo como um todo e na prevencao da instalacdo e desenvolvimento de
neoplasias, pesquisas tém sido realizadas abordando o efeito dos agrotoxicos

sobre diferentes parametros da imunidade. STILLER-WINKLER e colaboradores
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(1999) reportaram que trabalhadores rurais expostos aos pesticidas apresentaram
reducéo da imunidade celular e humoral, que se correlacionava com a duracdo da
exposicdo. COLOSIO e colaboradores (1999) relataram desde efeitos discretos
até evidentes alteracbes dos parametros imunoldgicos relacionados com a
exposicdo aos pesticidas, entretanto, ainda ndo esta claro o significado dos

mesmos para o desenvolvimento de doencgas.

Os efeitos do glifosato sobre a sautde humana tém sido alvo de pesquisas,
algumas com resultados controversos. CRISOLIA (2002) pesquisou a formacéo
de micronucleos em camundongos, apés duas doses de até 200 mg/kg de peso
corporal da sua formulacdo comercial - Roundup® - e ndo obteve resultados
significativos. BOLOGNESI e colaboradores (1997) obtiveram resultado positivo
para o ensaio de formacdo de micronucleos na medula 6ssea de camundongos
inoculados intraperitonealmente com doses de glifosato menores que as utilizadas
por KIER e colaboradores (1997), 450 e 550 mg da formulac&o comercial/kg peso
corporal, respectivamente. Entretanto, este Ultimo obteve resultado negativo no
mesmo tipo de ensaio, com a mesma espécie e via de inoculacdo. LIOI e
colaboradores (1998a) reportaram a formagcao de cromossomos aberrantes em
linfécitos humanos expostos ao glifosato a partir da concentracdo de 8 uM, em
testes realizados in vitro (cultura), assim como aumento da atividade da enzima
G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase) nestas células. Este resultado fornece
uma forte indicacdo da inducédo de um estado pro-oxidante como resposta inicial
da exposicao ao produto, visto que a G6PD catalisa um passo limitante no shunt
da hexose monofosfato além de ser necessaria para manter o pool intracelular da
glutationa reduzida. Estudos dos mesmos parametros em linfocitos bovinos
apresentaram resultados semelhantes aos anteriores, acrescentando uma
significante reducdo no indice mitético ndo observada com as células de origem
humana (LIOI et al, 1998b). No entanto, a Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
1994) caracteriza este herbicida como ndo mutagénico, ndo teratogénico e nao

carcinogénico.

Uma analise exploratoria, realizada por ARBUCKLE, LIN, e MERY (2001),

colheu informagdes de 2.110 mulheres da populacéo agricola de Ontario-Canada



30

para avaliar o efeito da exposicdo aos pesticidas sobre o risco de aborto
espontaneo. Foram analisadas 3.936 gestagOes e 395 abortos espontaneos. O
periodo da exposicdo ao agrotoxico (pré-concepcdo ou pos-concepcdo) bem
como o periodo do aborto (precoce: menos de 12 semanas de gestacao; tardio:
12 a 19 semanas de gestacdo) foram considerados e os resultados revelaram
gue: o risco de aborto precoce aumentava moderadamente com a exposi¢ao preé-
concepgédo aos herbicidas do grupo dos fenoxiacéticos e das trizinas; o risco de
aborto tardio aumentava fortemente com a exposi¢cao pré-concepcao ao grupo
dos ditiocarbamatos e para o glifosato. Outros aspectos foram o aumento do
risco com a interacdo entre alguns pesticidas e com a exposicado aos pesticidas
em gestantes com mais idade, nesta condi¢cdo, especialmente com o glifosato

onde o aumento do risco triplicou.

DALLEGRAVE e colaboradores (2003) realizaram estudos de
teratogenicidade em ratos Wistar com o glifosato na sua formulagcdo comercial
Roundup®, em concentracdes de 500, 750 e 1000 mg/kg de peso corporal dadas
no sexto e décimo quinto dia da gestacdo. As alteracdes esqueléticas
significantes, observadas nos fetos, foram ossificacdo incompleta do cranio como
um todo, dos membros e do processo de fusdo dos segmentos do esterno, 0SSos
interparietais e supraociptais bipartidos, auséncia de vértebra caudal, né&o
ossificacdo das falanges nas patas traseiras. Alteracbes esqueléticas ocorreram
em 15.4, 33.1, 42.0 e 57.3% dos controles e tratados com 500, 750 e 1000 mg/kg

de peso corporal, respectivamente.

O efeito do glifosato sobre a atividade de enzimas foi avaliado em estudos in
vivo e in vitro. DARUICH, ZURULMIK e GIMENEZ (2001) avaliaram a atividade da
isocitrato desidrogenase (ICD), G6PD e malato dehidrogenase (MD), enzimas
com funcdo na geracdo de NADPH. Os o6rgdos analisados foram o figado,
coracdo e cérebro das ratas prenhas e de seus fetos. Os resultados
demonstraram varias alteracfes, desde inibicbes significantes até elevacdes
significantes da atividade para as diferentes enzimas e para a mesma enzima,
dependendo da dose e/ou do tecido analisado. EL-DEMERDASH, YOUSEF e
ELAGAMY (2001) estudaram in vitro o efeito do glifosato sobre a atividade das
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enzimas acetilcolinesterase (AchE), lactato desidrogenase (LDH), aspartato
aminotranferase (AST), alanina aminotranferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e
fosfatase acida (AcP) em amostras de soro obtido de doadores clinicamente
saudaveis. Foram utilizadas dez concentracdes numa faixa de 5 a 2000 mM do
glifosato, o qual foi efetivo para todas as enzimas, exceto para a AcP,
demonstrando a toxicidade do mesmo nas condi¢cdes testadas. As concentracdes
que inibiram 50% da atividade enzimatica apés incubacdo de 1 h a 37 °C (Ics)
foram 714, 750, 54, 270, 71 mM para a AchE, LDH, AST, ALT e ALP,

respectivamente.

Experimentos in vivo e in vitro foram realizados para avaliar os efeitos da
exposicao ao glifosato sobre o sistema imune. EL-GENDY, ALY e EL-SEBAE
(1998) expuseram peixes (Tilapia nilética) ao glifosato numa concentracdo de
1/1000 da recomendada para uso em planta¢ées, por um periodo de 1 a 96 h. As
respostas imunes celular e humoral foram avaliadas e o0s resultados
demonstraram reducdes significantes em ambas. A resposta imune celular foi
significantemente reduzida em todos os periodos de exposicao e frente a todos os
mitégenos testados, fitohemaglutinina, concanavalina A e lipopolissacarideo,
sendo que os maiores indices foram alcancados apos 4 semanas. Entretanto, a
producdo de anticorpos por células esplénicas de camundongos expostos ao
glifosato ndo apresentou diferengas significantes mesmo em doses até 75 vezes
maiores do que as que poderiam ser encontradas em pastagens sob condicfes
normais de aplicacao (BLAKLEY, 1997).

O ciclo celular também tem sido objeto de pesquisa com o glifosato. MARC e
colaboradores (2002) utilizaram um modelo universal de estudo da regulagao do
ciclo celular para pesquisar a interferéncia do glifosato (Roundup®). Os resultados
obtidos demonstraram que este produto interfere no ciclo celular retardando a
ativacdo do complexo regulador, o CDK1/ciclina B. Considerando a universalidade
do complexo regulador CDK1/ciclina B entre as espécies, a seguranca deste

herbicida para a saude humana é passivel de questionamento.



4 METODOLOGIA
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4.1 APROVACAO NA COMISSAO DE ETICA

Esta dissertacdo estd inserida no projeto: “Estudos voltados para os efeitos da
utilizacdo de agrotoxicos e outros agentes na producdo agricola, sobre a saude
ocupacional e ambiental”, que foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animal
da Universidade Federal de Santa Catarina, tendo sido aprovado conforme oficio
146/CEUA/DAP/PRPG, de 04 de julho de 2001.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com idade entre dois e trés meses,
provenientes do biotério central da UFSC e mantidos, até o final dos experimentos,
no biotério setorial do Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética,
num ciclo claro/escuro de 12 h (das 6:00 as 18:00 h no horario solar), em ambiente
climatizado com temperatura de (25 + 3) °C. Os animais tiveram livre acesso & agua

e alimentacgao.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e distribuidos em
guatro grupos: controle, diluicdo 1/1000 (4,87 mg/Kg de peso corporal), 1/100 (48,7
mg/Kg de peso corporal) e 1/10 (487 mg/Kg de peso corporal) da DLsp do glifosato
(glifosato Biocarb, Sdo José dos Pinhais-PR), por Kg de peso corporal. Segundo
LARINI (1999), a DLsp oral para o glifosato, em ratos, € de 4.870 mg/Kg de peso
corporal. O produto em estudo foi diluido em agua destilada imediatamente antes de
cada inoculagéo, de forma a obter a concentragcdo em mg por quilograma de peso
corporal, equivalente a diluicdo da DLsp do produto para cada grupo. O grupo

controle foi inoculado com agua destilada.
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A inoculacao foi realizada por via oral, utilizando-se uma seringa de insulina
acoplada a uma canula para inoculagéao oral. O volume inoculado foi de 0,5 mL e o
intervalo entre as inoculacdes foi de 48 (quarenta e oito) horas, por um periodo de 75
(setenta e cinco) dias, com a finalidade de obter exposi¢éo crénica. No septuagésimo
sexto dia foi realizada a pesagem dos animais e foram obtidas as amostras

bioldgicas.

4.4 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

A coleta das amostras biologicas foi procedida no septuagésimo sexto dia apos
o inicio da inoculacdo e obtidas de pelo menos dois experimentos independentes,
exceto as destinadas as analises histoldgicas. Cada experimento independente foi

composto por um grupo controle e trés experimentais conforme descrito no item 4.3.

4.4.1 Sangue total e soro

Os animais foram anestesiados com éter etilico, em camara de eterizacdo e a
seguir foi realizada a puncao cardiaca percutanea. O sangue coletado (7 — 10 mL) foi
distribuido em tubos contendo EDTA tripotassico (etilenodiaminotetracetato de
potassio) na concentracao final de 1,8 mg/mL e tubos secos, para sangue total e
soro, respectivamente. A aliquota de sangue total destinada ao hemograma foi
mantida sob refrigeracdo (4 a 8° C) até ser analisada. O soro foi obtido por
centrifugacdo do sangue total, ap6s coagulacéo (30 min a 37° C), a 1000 x g por 10

minutos (HENRY, 1999) e armazenado em freezer a -20° C até ser analisado.

4.4.2 Figado

O figado foi obtido apés sacrificio dos animais, conforme item anterior (4.3.2).
Para a analise histologica foi removida uma fatia de aproximadamente 0,5 cm de

espessura, que foi imediatamente imersa em solugao fixadora de formol tamponado
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10%, pH 7,2, em um volume dez vezes superior ao da peca a fixar, por um periodo
de 24 horas. Ap6s a fixacdo, as pecas foram transferidas para &lcool 70° GL e
posteriormente desidratadas, diafanizadas e impregnadas com parafina em
histotécnico marca Leica, modelo TP1020 e, entdo, inclusas em parafina em inclusor
marca Leica, modelo EG1160. Posteriormente foram realizados cortes de 2 nm de
espessura em micrétomo marca Leica, modelo RM2045 e corados pela hematoxilina
e eosina (H/E) e impregnacdo com sais de prata para a reticulina (BECAK E
PAULETE,1976, com modificacdes).

4.4.3 Medula 6ssea

Os animais anestesiados, ap0s a coleta do sangue (item 4.31), foram
sacrificados por decaptacdo e em seguida foi procedida a remocédo de ambos os
fémures, para obtencdo da medula 6ssea. Para as analises histologicas foi separada
uma porcao medial do fémur medindo 0,5 cm a 1,0 cm de comprimento, que foi
imediatamente imersa em solucao fixadora de formol tamponado 10%, pH 7,2, em
um volume dez vezes superior ao da peca a fixar, por um periodo de 18 horas. Apés
a fixacdo, as pecas foram submetidas a descalcificacdo acida (acido cloridrico-
EDTA) por 2,5 a 3 horas e lavadas em agua corrente por 1 hora. Subsequientemente
as pecas foram transferidas para alcool 70° GL, desidratadas, diafanizadas e
impregnadas com parafina em histotécnico marca Leica, modelo TP1020 e, entéo,
inclusas em parafina em inclusor marca Leica, modelo EG1160. Posteriormente
foram realizados cortes de 2 mm de espessura em micrétomo marca Leica, modelo
RM2045 e corados pela hematoxilina e eosina (BECAK E PAULETE,1976, com

modifica¢des).
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4.4.4 Linfécitos do sangue periférico

Os linfécitos, provenientes do sangue periférico obtido conforme descrito no item
4.4.1, foram separados em gradiente de concentracdo com produto “histopaque?-
1077” (solucéo de polisucrose e diatrizoato de s6dio com densidade de 1.077 £ 0.001
g/mL, SIGMA?, ST Louis) seguindo as instrucdes contidas na bula do mesmo. Os
linfocitos assim obtidos foram utilizados para marcacdo com anticorpos anti-CD4 e
anti-CD8, produzidos em camundongo e conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (PharMingen, n? de catalago 554843-anti-CD4 e n? 554856-anti-CD8 ) e
posterior contagem dos mesmos em citbmetro de fluxo marca Becton Dickinson,
modelo FACS Calibur.

4 .45 Linfécitos dos linfonodos

Apés a coleta do sangue, como descrita anteriormente, os animais foram
sacrificados por decapitacdo e em seguida foram procedidas a remocao cirdrgica
bilateral dos linfonodos da regido inguinal e a pesagem dos mesmos. Posteriormente
o linfonodo foi macerado, individualmente, por atrito com pistilo em gral contendo 1
mL de solucdo de PBS 1X/EDTA , pH 7,2. A suspensao celular obtida foi lavada 3
vezes nesta solucdo, por centrifugacdo a 200 x g por 10 minutos e o pellet obtido foi
ressuspenso em PBS 1X/EDTA, pH 7,2 Estas células foram contadas em camara de
Newbauer e posteriormente utilizadas para as marcacdes com anticorpos anti-CD4 e
anti-CD8.

4.5 ENSAIO/ANALISE DAS AMOSTRAS

4.5.1 Hemograma

O hemograma foi realizado em equipamento automatizado marca SEAC, modelo

H20 Genius, utilizando o principio de impedancia elétrica, num periodo ndo superior
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a 8 horas ap0s a coleta e fornecendo os seguintes dados: eritrécitos (numero/ni),
hemoglobina (g/dL), hematécrito (%), volume corpuscular médio (fL), hemoglobina
corpuscular média (pg), concentracdo hemoglobinica corpuscular média (%),
amplitude de distribuicdo dos eritrécitos (%), leucécitos totais (nUmero/iL), contagem
diferencial de leucdcitos em trés populagdes (linfocitos, mondcitos e granuldcitos) e
plaquetas (namero/nL). Para a contagem diferencial de leucécitos as barras
divisérias das trés janelas de impedancia para as popula¢des foram ajustadas a fim

de evitar erros na distribuicdo das diferentes populacdes.

4.5.2 Determinacdo da concentracado sérica da uréia

A determinagéo da concentracdo sérica da uréia foi realizada com a finalidade
de avaliar uma possivel hemoconcentragdo que possa comprometer os dados
obtidos do sangue periférico. As dosagens foram realizadas em duplicata, com
equipamento automatizado, marca Ciba Corning, modelo Express Plus, por
metodologia cinética UV utilizando-se conjuntos diagnésticos da marca Labtest

Diagnostica (Minas Gerais).

4.5.3 Avaliacdo da funcgéo hepética

Com a finalidade de avaliar o comprometimento da funcdo hepatica
(toxicidade dos produtos utilizados) foram medidas as atividades, a nivel sérico, das
enzimas AST (EC.2.6.1.1) e ALT (EC.2.6.1.2). As medidas foram realizadas em
duplicata, com equipamento automatizado, marca Ciba Corning, modelo Express
Plus, por metodologia cinética UV, utilizando-se conjuntos diagndsticos da marca

Biotécnica.
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4.5.4 Analises histoldgicas

As amostras hepaticas e de medula 6ssea, coletadas e processadas para
avaliacdo histologica, como descrito anteriormente, foram analisadas por microscopia
de luz, com o objetivo de se confrontar estes dados com os bioquimicos (enzimas
hepaticas) e os hematoldgicos periféricos (hemograma). As imagens foram geradas
em microscépio marca Nikon, modelo Labophot, e captadas com videocamara marca

Hitachi, modelo VK-C150 e software Image Pro Plus 4.0.

4.5.5 Contagem e relacdo dos linfocitos CD4" e CD8", no sangue periférico e

linfonodos

Para a contagem das subpopulacées de linfocitos T CD4" e CD8" do sangue
periférico e dos linfonodos, os linfocitos obtidos conforme descrito no item 4.4.4 e
4.4.5, foram marcados com anticorpos monoclonais anti-rato CD4 e CD8, conforme
segue: as ceélulas (sangue periférico ou linfonodo) foram ressuspensas em solugéo
PBS/EDTA/SBA/azida e ajustado o n para 5 X 10° /mL. Para cada tubo (CD4 e CD8)
foram transferidos 50 pL da suspensédo de células acrescidos de 50 uL (0,35 pg) do
anticorpo correspondente e incubados sob protecao da luz, a 4° C por 60 min. Apos,
foram lavadas 3 vezes (200 pL de PBS 1X + centrifugacdo a 350 x g por 8 min),
ressuspensas em 500 pL de solugdo PBS/paraformaldeido (400 pL de PBS 1X + 100
uL de paraformaldeido 4%) e analisadas por um periodo de 30 s. Para cada
anticorpo (CD4 ou CD8) e tipo de amostra (sangue ou linfonodo) foi incluido um
controle negativo executado sob as mesmas condi¢cfes, exceto a substituicdo do
anticorpo por igual volume de PBS 1X. A quantidade de anticorpo (0,35 pg) foi
previamente titulada utilizando-se uma série de diluicbes correspondentes a 0,25 ug,
0,35 pg, 0,50 pg, 0,75 ug e 1,0 ug do mesmo por tubo a ser analisado. Os valores de
CD4" e CD8" por pL de sangue periférico foram calculados a partir do valor
percentual das subpopulagbes na citometria de fluxo e dos valores absolutos dos
linfécitos por pL, obtidos nos respectivos animais no sangue periférico. A razao

CD4"/CD8" foi calculada a partir dos valores percentuais obtidos para cada amostra.
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Os resultados referentes as andlises das subpopulacdes de CD4" e CD8" foram

utilizados como parametro para avaliacdo da imunidade.

4.5.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente empregando-se o
programa GraphPad Prism 3. A significancia dos mesmos foi verificada com o teste
nao paramétrico de Mann-Whitney e a analise de variancia de uma via de Newman-
Keuls. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 REDUCAO NO GANHO DE PESO

Os animais tratados com o glifosato e os controles foram submetidos as
mesmas condi¢cOes de confinamento e manipulacéo de forma a minimizar fatores
tais como os niveis de estresse que pudessem interferir nos dados a serem
obtidos.

Os grupos de animais tratados com o glifosato apresentaram uma reducao
no ganho de peso de 30,7 %, 50,2% e 53,3%, respectivamente para as diluicbes
de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsp do produto, em comparacdo com o ganho de

peso dos animais controles, durante o periodo de tratamento (Figura 4).

A inoculacdo via oral evitou a interferéncia direta do produto na
palatabilidade da agua ou alimentos, fato que poderia gerar redu¢cdo no consumo

destes com reflexos no ganho de peso.

DARUICH, ZURULMIK e GIMENEZ (2001) observaram reducdo no ganho
de peso de 12,3% e 42,6% em ratas Wistar prenhas tratadas por 21 dias com
solucdo na concentracdo final de 0,5 % e 1% na agua, respectivamente, da
formulacdo comercial Herbicygon. Os autores observaram reducao significante na
ingestdo de agua e alimentos, sugerindo que a reducdo na ingestdo de agua

pode ser devida a palatabilidade da mesma. Entretanto, os dados fornecidos no
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trabalho ndo permitem estabelecer uma equivaléncia com a dose em mg/kg peso
corporal. CHAN e MAHLER (1992) obtiveram reducédo de 6% e 18% no ganho de
peso apos tratamento por 13 semanas com 25.000 ppm e 50.000 ppm
(equivalente a 1.583 e 3.166 mg/kg de peso, respectivamente) na dieta com

glifosato puro, ndo observando reducao na ingestao de alimentos.

Outros aspectos que podem estar relacionados a reducdo no ganho de
peso de animais tratados com glifosato sdo as alteragdes na fosforilacdo oxidativa
por desacoplamento na cadeia, assim como a reducdo na producdo de energia
dependente da reacdo da transhidrogenase a qual € necesséria para a utilizacéo
do NADPH citoplasmatico, ambas observadas em mitocondrias intactas obtidas
de figado de rato (OLORUNSOGO, 1982). Diferencas no delineamento
experimental como a idade dos animais, 0 sexo, o tratamento com glifosato
tecnicamente puro ou com formulagdo comercial, dificultam comparacoes
guantitativas no ganho de peso entre os trabalhos realizados. No que tange aos
produtos utilizados nos tratamentos, as formulagdes comerciais podem incluir
diversos outros ingredientes denominados de inertes, ndo descritos, como a
substancia surfactante polioxietiienoamina (POEA). Este surfactante tem sido
implicado na reducdo do ganho de peso em trabalhos realizados pela propria
empresa que patenteou o glifosato, porém os dados ndo foram publicados
(STOUT, 1990, citado por WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

Portanto a reducdo no ganho de peso, quer com a formulacdo comercial
ou com o glifosato puro sugerem que este produto pode induzir modificacbes no
metabolismo oxidativo.
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Figura 4. Ganho de peso dos ratos do grupo controle e dos grupos tratados, por via oral, com
doses da formulagéo comercial do glifosato Biocarb equivalentes a 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsg
do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses. O
ganho de peso dos animais controles foi arbitrado em 100%. O numero de animais em cada grupo
foi de 15 para o controle e dilui¢des da DLsy do glifosato de 1/1000 e 1/100 e de 14 para a diluigdo
1/10, em trés experimentos independentes.

5.2 AVALIACAO DA FUNCAO HEPATICA

As enzimas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase
catalisam a transferéncia reversivel do grupo amino do aminoacido para o &-

cetoglutarato, formando acido glutamico e piruvato ou oxaloacetato.

ALT
Alanina + a-cetoglutarato piruvato + acido glutamico

AST

Aspartato + a-cetoglutarato oxaloacetato + 4cido glutamico

Estas reacdes exercem papel central na sintese e degradacdo de
aminoacidos além de atuarem como ponte entre 0 metabolismo dos aminoacidos
e carboidratos (MOTTA, 2003).

A ALT encontra-se majoritariamente no tecido hepéatico embora
guantidades significativas podem estar presentes no tecido renal. Sua localizagao

no hepatocito € predominantemente citoplasmatica. A distribuicdo da AST no
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organismo é mais ampla encontrando-se em quantidades maiores no tecido
cardiaco, muscular esquelético e hepético, e em pequenas quantidades no tecido
renal, pancreatico, baco, cérebro, pulmdes e eritrécitos. No hepatocito localiza-se
predominantemente nas mitocondrias. Agressées ao tecido hepatico causadas
por virus, farmacos, produtos quimicos e infiltracbes neoplasicas podem
ocasionar a liberacdo destas enzimas para a corrente sanguinea (PINCUS;
SCHAFFNER, 1999).

5.2.1 Medida da atividade sérica da alanina aminotransferase

Os animais tratados com glifosato demonstraram elevacéao significante dos
niveis séricos da ALT em todas as concentrac¢des utilizadas quando comparados
aos controles (Tabela 4 e Figura 5). Nao houve diferenca significante entre os
valores médios da atividade enzimética quando comparados 0s grupos tratados

entre si.

Aumentos significativos nos valores séricos da ALT e da ALP foram
observados por CHAN e MAHLER (1992) em ratos que receberam glifosato
tecnicamente puro na alimentacao, por 13 semanas, em doses 12.500, 25.000 e
50.000 ppm. Os autores consideraram as alteracbes compativeis com

hepatotoxidade leve.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposicdo ao
glifosato pode ter lesado a membrana citoplasmatica ocasionando o
extravasamento da ALT para o sangue, elevando seus niveis séricos. A elevagéo
evidenciou um perfil crescente com o0 aumento da dose, embora néo tenha havido

diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados.
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Tabela 4. Dados referentes a medida da atividade sérica da ALT no grupo
controle e nos grupos tratados com glifosato.

Grupo n X+epmU/L Minimo U/L Maximo U/L
Controle 16 28,5+1,81 20 45
1/1000 13 45,5 +6,7* 18 98
1/100 14 47,9 +6,1* 20 86
1/10 13 55 +6,8** 20 96

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLsp do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X" representa a média e “epm” o erro padrdo da média Newman-Keuls: * p<0,05 e
**p<0,01, em comparacdo com o grupo controle).
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Figura 5. Atividade sérica da ALT no grupo controle e nos grupos tratados com a formulacéo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Newman-Keuls: * p<0,05 e **p<0,01, em compara¢do com 0 grupo controle).

Foi demonstrado que o glifosato pode inibir a atividade da ALT e da AST,
em experimentos in vitro (EL-DEMERDASH; YUSEF; ELAGAMY, 2001). Portanto,
€ possivel que em nosso experimento, principalmente nas doses mais altas, o
glifosato tenha exercido atividade inibitoria subestimando os reais valores séricos
da atividade da ALT. Porém, além de outros aspectos metodolégicos, ndo foram
determinadas as concentracdes sanguineas do glifosato nas amostras analisadas
para a atividade enzimatica, de forma que ndo podem ser estabelecidas

inferéncias neste sentido.
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5.2.2 Medida da atividade sérica da aspartato aminotransferase

Os valores médios séricos da atividade da AST foram significantemente
maiores nos animais tratados com glifosato nas diluicbes 1/100 e 1/10 da DLsy,
gue nos animais controles (Tabela 5 e Figura 6). Nao houve diferenca significante
nos valores médios da atividade da AST entre o grupo tratado com diluicdo

1/1000 e o grupo controle.

O glifosato demonstrou potencial hepatotoxico na exposi¢cdo com doses de
1/100 e 1/10 da DLsg. Os resultados obtidos para esta enzima sugerem a
necessidade de uma dose maior ou por um periodo mais prolongado, para a
liberacdo da mesma em quantidades significantes para o sangue quando
comparada a ALT. Embora a concentracdo hepéatica da AST seja
aproximadamente o dobro da concentragcdo da ALT, tal condicdo pode estar
relacionada ao fato de que, no hepatoécito, 80% da AST esta localizada nas
mitocondrias (MOTTA, 2003) necessitando o comprometimento da membrana
desta organela, um dano mais profundo, para um extravasamento mais
pronunciado da mesma para o sangue. Por outro lado o seu reduzido contetudo
citosdlico também poderia requerer um dano, quando este estiver relacionado a
membrana citoplasméatica, a um nimero mais elevado de hepatécitos (dano mais
extenso) para que houvesse elevagéo significante na sua medida da atividade
sérica. Pode-se entdo inferir que a ALT demonstrou ser um marcador mais
sensivel do que a AST para detectar um possivel efeito hepatotoxico do glifosato.
Este aspecto pode ser reforcado ao efetuar-se a relacdo AST/ALT. Esta relacao
demonstrou ser menor nos animais que receberam tratamento com o glifosato
guando comparada com a relacdo obtida para o grupo controle, indicando que,
proporcionalmente, a ALT demonstrou maior elevacao sérica que a AST (Tabelas
4 e 5). As observacdes realizadas para a ALT, quanto a possibilidade teérica de
subestimacéao dos valores séricos por inibicdo da atividade da enzima in vitro pelo

glifosato, também podem ser aplicadas a AST.
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Tabela 5. Dados referentes a medida da atividade sérica da AST no grupo
controle e nos grupos tratados com glifosato.

Grupo n XtepmU/L Minimo U/L Maximo U/L
Controle 15 84,3 £4,67 60 122
1/1000 14 101,8 £6,77 70 143
1/100 14 112,9 +10,7* 66 196
1/10 13 124,8 £8,56** 69 174

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X" representa a média e “epm” o erro padrdo da média Newman-Keuls: * p<0,05 e
**p<0,01, em comparagdo com o grupo controle).
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Figura 6. Atividade sérica da AST no grupo controle e nos grupos tratados com a formulacgdo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Newman-Keuls: * p<0,05 e **p<0,01, em compara¢do com 0 grupo controle).

5.3 AVALIACAO HISTOLOGICA DO FIGADO

O figado é o principal 6rgdo do corpo humano no que tange ao
metabolismo e a detoxicacdo de substancias quimicas de origem farmacéutica ou
ambiental, estando sujeito a um dano potencial induzido pelas mesmas. Esta

lesdo pode resultar da toxicidade direta, da conversao hepatica de um xenobidtico
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em uma toxina ativa ou por mecanismos imunes relacionados a substancia
envolvida. A lesdo hepatica pode ocorrer imediatamente ou no transcorrer de
semanas ou meses, assim como as suas manifestacdes podem surgir somente
apos a instalagdo de um dano grave ao 6rgdo (GHANY; HOOFNAGLE, 2002).

Independente do tipo de agressao o figado pode manifestar cinco reacoes
gerais: degeneracao; necrose; inflamacéo; regeneracéo e fibrose. A necrose pode
ser causada por qualquer insulto significativo ao tecido hepéatico, normalmente
antecedida pela degeneracédo do hepatécito. A inflamacéo pode ser secundaria a
necrose hepato-celular ou resultar do ataque de linfécitos a hepatdcitos viaveis
gue expressem antigenos reconhecidos pelos mesmos. A regeneracdo ocorre
apos necrose hepato-celular e mesmo quando esta é macica, se mantido intacto o
arcabouco do tecido, a recuperacdo é praticamente completa. A formacdo de
tecido fibroso (fibrose) ocorre em resposta a inflamacg&o ou a uma agresséao téxica
direta ao figado (CRAWFORD, 1996).

Em condicbes fisioldégicas a rede de colageno entre os hepatdcitos €
constituida por delicados corddes de colageno tipo IV enquanto os colagenos tipo
| e Ill estdo concentrados nos espacos porta. Durante um processo inflamatério,
mediadores deste como o fator de necrose tumoral-a (TNF-&), TNF-&4 e IL-1
podem servir de estimulo para a transformacdo das células de Ito, que
normalmente funcionam como depdsitos de vitamina A, em células semelhantes
aos fibroblastos, produtoras de colageno tipo | e lll, o qual se deposita em todas
as por¢cbes do Iébulo hepético. Entretanto fatores liberados pelas células de
Kupffer e principalmente estimulos toxicos, também podem induzir esta
transformacao na auséncia de atividade inflamatoria e sem que seja necessaria
necrose hepatocelular (GAYOTTO; VIANNA, 1999).

A deposicdo excessiva de colageno (fibrose) gera alteracbes no fluxo
sanguineo e na difusédo de solutos entre os hepatdcitos e o plasma. Ha perda das
fenestracGes das células endoteliais dos capilares sinusdides o que afeta ainda
mais o movimento de proteinas como a albumina, fatores de coagulacdo e

lipoproteinas entre os hepatdcitos e o plasma (CRAWFORD, 1996).
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Estudo realizado pela empresa Monsanto (MONSANTO, 1987, dados
nao publicados, apud WHO, 1994) em ratos tratados com 1.000, 5.000 e 20.000
mg de glifosato puro por kg de alimento, durante 13 semanas, ndo demonstrou

alteracdes no tecido hepético apds estudos histopatoldgicos limitados.

Hipertrofia e necrose dos hepatdécitos da regido centrolobular foi observada
em camundongos apOs tratamento com glifosato puro, por 24 meses ha
concentracdo de 30.000 mg/kg de alimentos (BIO/DYNAMICS INC., 1983, dados
nao publicados, apud WHO, 1994).

No presente estudo ndo foram observadas alteracbes morfolégicas nos
cortes de tecido hepético corados pela H/E que indicassem degeneracao e/ou
necrose dos hepatocitos (Figuras 7 e 8). Isto sugere que a medida sérica das
enzimas ALT e AST foram marcadores mais precoces da agressao ao hepatécito
pelo glifosato, antecedendo a demonstracdo de alteracdes morfolégicas no
mesmo por meio do estudo histologico de preparacbes coradas pela H/E. No
entanto foi observado aumento aparente do tecido conjuntivo e no nimero de
células de Kupffer nos animais tratados com o glifosato na diluicdo 1/10 da DLsg
(Figuras 9 e 10). Tal observacéo foi reforcada pela andlise de cortes corados para
reticulina pela técnica de impregnacdo com prata, 0s quais evidenciaram um
incremento no numero e espessura destas fibras. Sabe-se que as fibras de
reticulina sdo constituidas, primariamente, por colageno tipo Il (FAKOYA, 2002),
sugerindo que o figado pode ter respondido com fibrose discreta ao tratamento

com glifosato nesta concentracéo (Figuras 11 e 12).

Entretanto faz-se necessario um estudo mais especifico com técnicas que
possam quantificar estas observagfes como a marcagdo com lisozima para as

células de Kupffer e posterior contagem das mesmas nos cortes do tecido.

Junto com a medida da atividade sérica da AST e ALT, os estudos
histologicos indicam que a exposicdo crénica ao glifosato apresentou potencial
hepatotoxico evidenciando fibrose discreta no grupo tratado com a diluicdo de
1/10 da DLso.
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5.4 AVALIACAO HISTOLOGICA DA MEDULA OSSEA

A observacao de cortes histolégicos da medula 6ssea tem por finalidade
principal avaliar semiquantitativamente a celularidade global e a arquitetura da
mesma. Esta observacéo pode revelar hipoplasia, hiperplasia ou aplasia medular,
lesdes granulomatosas, fibrose, esclerose, necrose e infiltracbes neoplasicas
(FOUCAR, 2001). Embora esfregacos corados de aspirados medulares sejam
mais adequados para avaliar detalhes morfologicos e a relagdo da celularidade
entre as diferentes linhagens do tecido hematopoiético a observacéo
microscoépica de cortes histologicos também pode fornecer uma visdo aproximada
destas (ROTHSTEIN, 1998).

Na analise em microscopia de luz dos cortes de medula 6ssea corados
pela H/E nao foram observadas alteracOes representativas de comprometimento
desta nos animais tratados com o glifosato para as concentracdes utilizadas
neste estudo (Figuras 13, 14, 15 e 16).

Na literatura revisada nao foram encontrados estudos abordando a

exposicdo ao glifosato e aspectos histolégicos da medula éssea.

A ndo observacdo de modificacBes no tecido hematopoiético que refletissem as
alteracdes observadas no sangue periférico, descritas adiante, pode ser devido ao
fato de que estas ndo sejam de magnitude que implicassem em alteragcdes no
orgao formador, detectaveis pela observacdo histologica de cortes do tecido
corado pela H/E. No entanto o emprego de técnicas que permitam avaliacdes
guantitativas como a marcacdo de linhagens celulares por imunohistoquimica e
posterior contagem, quantificacdo de proteinas da matriz extracelular e de

citocinas, cultivos primarios do tecido hematopoiético e a expressao génica por
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Figura 8. Corte histolégico de figado de rato tratado com glifosato 1/10 da DLsg, sugestivo de
aumento do nudmero de células de Kupffer. As setas indicam algumas células de Kupffer (H/E,
aumento de 400x).
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Figura 9. Corte histolégico de figado de rato controle na regido do eaq:o pbrta (H/E, aumento de
400x).
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Figura 10. Corte histolégico de figado de rato tratado com glifosato com dose de 1/10 da DLsy,
sugestivo de aumento do tecido conjuntivo na regido do espaco porta (H/E, aumento de 400x).
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Figura 11. Corte histolégico de figado de rato controle. As setas indicam algumas fibras de
reticulina (Coloragao para reticulina, aumento de 400x).
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Figura 12. Corte hlstologlco de flgado de rato tratado com gI|fosato 1/10 da DL50, Sugestlvo de
incremento no nimero e espessura de fibras de reticulina. As setas indicam algumas fibras de

reticulina (Coloracao para reticulina, aumento de 400x).
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Figura 13. Corte histol6gico de medula 6ssea de rato controle (H/E, aumento de 4
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Figura 14. Corte histolégico de medula 6ssea de rato tratado com glifosato 1/1000 da DLsy, com
padréo de normalidade (H/E, aumento de 400x).
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Figura 15. Corte histolégico de medula-ésse de rato tratado com glifosato 1/100 T:l_a DLsp, com
padréo de normalidade (H/E, aumento de 400x).
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Figura 16. C?)r‘fe histaégico d’
padrédo de normalidade (H/E, aumento de 400x).
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técnicas de biologia molecular podem revelar modificagbes ocorridas em nivel

celular e/ou molecular ndo passiveis de demonstracao pela técnica utilizada.

5.5 HEMOGRAMA

Em condicdes fisiologicas o equilibrio qualitativo e quantitativo das células
sanglineas, com estreitas variacées, é mantido pelo balango entre a producédo e
a destruicdo das mesmas. Qualquer fator fisico, quimico ou biolégico que

interfira neste balanco, pode se refletir em alteracdes no sangue periférico.

s

O hemograma é o exame de rotina destinado a avaliar aspectos
gualitativos, em termos morfologicos, e quantitativos das células do sangue
periférico (FAILACE, 2003).

No rato os parametros hematolégicos oscilam consideravelmente
dependendo do sitio organico utilizado para obtencdo do mesmo (HARKNESS,;
WAGNER, 1995). Neste estudo todas as amostras de sangue foram obtidas por

puncéo cardiaca percutanea.

5.5.1 Contagem de eritrocitos

O eritrocito é a unidade funcional do eritrénio, um tecido difuso constituido
pelos eritroblastos na medula 6ssea e pela massa eritréide do organismo. A
funcdo primordial do eritrocito € mediar as trocas do oxigénio e do gas carboénico
entre os pulmbes e os tecidos, por meio da hemoglobina. A vida média do
eritrécito humano é de 100 a 120 dias e a sua destruicdo ocorre com o0 surgimento

de marcadores de senescéncia como a fosfatidilserina sendo realizada por
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macrofagos no figado, baco e medula 6ssea (BEUTLER, 2001). No rato a vida
média do eritrécito € de 48 a 65 dias (HARKNESS; WAGNER, 1995).

Valores ligeiramente superiores aos controles para a contagem de
eritrocitos e hematécrito foram observados em ratos tratados com glifosato por 13
semanas nas concentracdes de 12.500, 25.000 e 50.000 ppm/kg de alimento e
para a hemoglobina com 25.000 e 50.000 ppm (CHAN; MAHLER 1992). Estes
aumentos foram considerados, pelos autores, como compativeis com
hemoconcentracdo uma vez que 0s animais apresentavam concentracdes séricas
elevadas da uréia, proteinas totais e albumina. Dependendo da magnitude da
hemoconcentracdo ocorrida, esta pode, além de produzir valores falsamente
elevados nos parametros do eritrograma, estar mascarando redugdes verdadeiras
gue possam ter ocorrido em funcéo do tratamento. A contagem dos eritrOocitos
neste estudo demonstrou reducéo estatisticamente significante nos animais
tratados com glifosato com as diluicdes 1/100 e 1/10 da DLsp. Na diluicdo 1/1000
da DLsp 0 valor médio deste parametro ndo foi estatisticamente diferente dos

controles, embora ligeiramente menor (Tabela 6 e Figura 17).

No entanto, na diluicdo 1/10 os valores foram significativos, porém
ligeiramente superiores aos observados para a diluicdo 1/100. Estes dados assim
como o0s obtidos para a hemoglobina e hematdécrito discutidos adiante s&o
sugestivos de que mesmo com a administracdo do produto por meio de uma
canula poderia ter havido hemoconcentracdo. A administracdo com a canula evita
os efeitos indesejaveis referentes a palatabilidade da agua e alimentos que ocorre
guando o agrotdxico € adicionado nestes. Entretanto persiste a irritacdo que o
mesmo pode provocar no trato gastrointestinal, principalmente em doses mais
altas, e seus possiveis reflexos na ingestao da agua e dos alimentos. Além disso,
nao podem ser descartados outros efeitos relacionados a exposicédo crénica ao

produto que possam contribuir neste sentido.

Considerando a possibilidade de ter havido hemoconcentracdo foi
determinada a concentracéo de uréia em amostras de soro armazenadas a 20° C

negativos. Os resultados demonstraram aumento na concentracdo da uréia em
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todos os grupos que receberam o glifosato, porém foi significativo na diluicdo 1/10
da DLsp quando comparada com os controles e com a diluicdo 1/1000 (Tabela 7 e
figura 18). Estes resultados sugerem a possibilidade de hemoconcentragcéao o que
pode ter mascarado os efeitos do tratamento sobre os parametros do eritrograma.
Portanto as reducbes observadas na contagem de eritrécitos, na dosagem de

hemoglobina e no hematdécrito podem ter sido subestimadas.

O aumento significativo da uremia no grupo 1/10 sugere que a
hemoconcentracdo foi mais pronunciada no mesmo, o que pode justificar o fato
dos valores da contagem de eritrocitos, da concentracdo de hemoglobina e do
hematdcrito terem sido maiores neste grupo em comparacgao ao grupo da diluicao
1/100.

Por outro lado ndo pode ser descartada a hipotese de que a elevacdo na
concentragcdo sérica da uréia tenha a contribuicdo de alteracdes da funcao renal,
sendo necessario maiores investigacbes para verificar se ha algum

comprometimento da mesma decorrente da exposi¢céo ao glifosato.

Os resultados obtidos para a contagem de eritrocitos, concentracdo de
hemoglobina e hematécrito, sdo compativeis com os dados referentes a reducao
no ganho de peso. Visto que a eritropoiese é dependente de elementos tais como
o ferro, vitaminas, aminoacidos e energia. O suprimento deficiente destes

elementos pode comprometé-la em maior ou menor grau (LEE, 1998).

A menor ingestdo e/ou absorcdo de alimentos que pode ter ocorrido em
funcéo de irritacdo no trato gastrointestinal e reduc@o nos niveis de producado de
energia por alteracdes na fosforilacdo, sao fatores que poderiam comprometer a

producdo de eritrocitos e a sintese de hemoglobina.

A anemia das doencgas cronicas constitui outro aspecto que pode contribuir
para as alteracfes observadas em alguns parametros do eritrograma. A anemia
de doenca cronica pode ocorrer em infeccdes, colagenoses e doencas

reumaticas, queimaduras, convalescenca de cirurgia ou trauma, Ulceras de
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decubito, neoplasias e doencas inflamatorias do trato digestivo. Nestas doencas,
a acdo sistémica de citocinas como a IL-1, o TNF-a e a IL-6, aumentam a
afinidade das proteinas citoplasmaticas reguladoras do ferro diminuindo o retorno
para a reutilizacdo da fragdo deste elemento oriunda da eritrocaterese. Além
disso, a lactoferrina liberada pelos neutrofilos nestes processos, compete com a
trasferrina  pelo ferro liberando-o no sistema reticuloendotelial. Como
consequéncia o ferro é deslocado para armazenamento nas células
reticuloendoteliais e mesmo que nao exista caréncia deste elemento no
organismo h& reducdo da sua oferta aos receptores de transferrina do tecido

eritroblastico comprometendo a eritropoiese (FAILACE, 2003).

Tabela 6. Dados estatisticos referentes a contagem de eritrocitos dos ratos do
grupo controle e dos grupos tratados com glifosato .

Grupo n  X+epm x 10%uL Minimo x 10%uL Maximo x 10°%/uL
Controle 17 7,29 £0,10 6,69 8,16
1/1000 10 7,05 x0,09 6,71 7,56

1/100 10 6,83 £0,11* 6,12 7,24

1/10 9 6,95 £0,09* 6,58 7,50

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLsy do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: * p<0,05, em
comparagao com o grupo controle).
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Figura 17. Contagem eritrécitos no grupo controle e nos grupos tratados com a formulacéo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: * p<0,05, em compara¢cdo com o grupo controle).

Tabela 7. Dados referentes a determinacdo da concentracdo sérica de uréia dos
ratos do grupo controle e dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n Xtepm mg/dL  Minimo mg/dL  Méaximo mg/dL
Controle 13 52,0 £0,95 44 56
1/1000 10 53,9+1,6 45 61,5
1/100 10 57,3+2,08 48 67
1/10 10 62,5 +2,94** 44 72

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLsp do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Newman-Keuls: **p<0,01, em
comparagao com o grupo controle).
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Figura 18. Concentracdo sérica de uréia no grupo controle e nos grupos tratados com a
formulagédo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Newman-Keuls: **p<0,01, em compara¢cdo com o grupo controle).

5.5.2 Determinacao da concentracdo de hemoglobina

A deficiéncia do aporte de ferro para eritropoiese compromete a sintese de
hemoglobina, reduz a sua concentracdo e pode gerar eritrécitos com um volume
corpuscular médio reduzido (FAIRBANKS; BEUTLER, 2001).

A hemoglobina é o dado central na avaliacdo funcional do eritrénio. No
presente estudo todos os grupos de animais tratados com o glifosato
demonstraram valores menores para a hemoglobinemia quando comparados aos
controles sendo que a reducéao foi significante na diluicdo 1/100 da DLso (Tabela
8 e Figura 19). Relembrando o efeito da possivel hemoconcentracdo verificada
nos resultados, em especial no grupo que recebeu o glifosato na diluicdo 1/10,
esta pode ter tornado a redugdo na concentracdo de hemoglobina né&o

significante neste grupo.

Tabela 8. Dados referentes a determinacdo da concentracdo de hemoglobina dos
ratos do grupo controle e dos grupos tratados com glifosato.
Grupo n X +tepm g/dL Minimo g/dL Maximo g/dL
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Controle 17 14,2 +0,14 12,9 15,2
1/1000 10 14,2 +0,16 13,6 15,2
1/100 10 13,5 +0,17** 12,7 14,3
1/10 9 14,0 +0,11 13,5 14,6

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacao comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média Mann-Whitney: **p<0,01, em
comparagao com o grupo controle).
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Figura 19. Concentracdo de hemoglobina no grupo controle e nos grupos tratados com a
formulacédo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: **p<0,01, em comparagdo com 0 grupo controle).

5.5.3 Volume corpuscular médio (VCM)

Com o advento da eletrénica e da automacao na hematologia a medida do
volume corpuscular médio tornou-se reprodutivel na rotina e a sua interpretacéo
passou a ser o dado laboratorial de maior utilidade para a classificacao diferencial

das anemias, permitindo distingui-las em macrociticas, normociticas e
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microciticas. Anemias macrociticas podem ser devidas a drogas como o alcool,
farmacos tais como a zidovudina (AZT) e o0s protocolos de quimioterapia,
hepatopatias, deficiéncia de vitaminas como a B12 e o acido félico e regeneracao
medular entre outras. As anemias normociticas devem-se principalmente a
deficiente sintese de eritropoietina, entretanto diversas condicbes que podem
causar macrocitose ou microcitose também podem se manifestar como
normociticas embora com menor freqiiéncia. Por sua vez as anemias microciticas
podem ter como causa hemoglobinopatias, defeitos estruturais como a
esferocitose e a ovalocitose, doengas cronicas que geram deficiente aporte de
ferro para a eritropoiese e a mais freqliente de todas, a caréncia de ferro no
organismo. Entretanto ndo se pode deixar de considerar a possibilidade da

coexisténcia de varias causas na génese das anemias (FAILACE, 2003).

O VCM obtido neste estudo demonstrou valores significantemente menores
nos grupos tratados com as diluicbes de 1/100 e 1/10 da DLsp quando
comparados com os valores do grupo controle. O valor médio do VCM do grupo
tratado com a diluicdo 1/1000 embora menor que o do grupo controle, ndo foi

estatisticamente diferente (Tabela 9 e Figura 20).

Tabela 9. Dados referentes a medida do VCM dos eritrécitos dos ratos do grupo
controle e dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n X tepm fL Minimo fL Maximo fL

Controle 17 53,2 £0,40 50,7 56,3

1/1000 10 52,0 £0,30 50,1 53,3
1/100 10 51,8 +0,51* 50,1 55,1
1/10 9 51,7 £0,24* 50,4 52,3

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLsy do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média Mann-Whitney: *p<0,05, em
comparagao com o grupo controle).
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Figura 20: Volume corpuscular médio no grupo controle e nos grupos tratados com a formulacao
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: * p<0,05, em comparagdo com o grupo controle).

A reducdo no VCM é um indicativo de que houve menor sintese de
hemoglobina nestes eritrocitos resultando em células menores, o que reforca a
possibilidade de uma deficiéncia de ferro para a eritropoiese como discutido
anteriormente. Além disso os resultados deste parametro reforcam a hipotese de
gue a hemoglobinemia no grupo 1/10 foi mascarada por hemoconcentracao.
Todavia, a hemoconcentracdo ndo foi tdo pronunciada a ponto de causar falsa
elevacdo na concentracdo de hemoglobina quando comparada aos controles
como ocorreu no estudo realizado por CHAN e MAHLER (1992). As diferencas
entre os dois estudos podem ser devidas, principalmente, ao produto utilizado,
formulacdo comercial num e glifosato puro no outro, assim como as

concentracoes e a forma de administracao do produto para os animais.

5.5.4 Hematocrito

O hematécrito € a expressdo em unidades percentuais do volume ocupado
pela massa de eritrécitos em dado volume de uma amostra de sangue. O

hematécrito fornecido por equipamentos ndo se origina da medida direta do
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mesmo como na metodologia de empacotamento por centrifugacdo, mas do
produto da contagem de eritrocitos pelo VCM. O aumento ou redugcdo nestes

parametros se reflete diretamente no hematdécrito (RYAN, 2001).

No presente estudo os resultados do hematécrito demonstraram valores
significantemente reduzidos em todos os grupos tratados quando comparados
com o grupo controle (Tabela 10 e Figura 21). Os resultados da contagem de
eritrécitos e do VCM, que foram menores em todos 0s grupos tratados quando
comparados aos controles, resultaram num produto, o hematdécrito, com valores
estatisticamente ainda mais significativos. Estes resultados reforcam a hipétese
de uma menor taxa de eritropoiese. Por outro lado, o hematécrito demonstrou ser
maior no grupo tratado com a diluicdo 1/10 em comparagao ao grupo tratado com
a diluicdo 1/100, corroborando o raciocinio de hemoconcentracdo mais

pronunciada neste grupo.

Tabela 10. Dados referentes aos valores do hematécrito dos ratos do grupo
controle e dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n Xzepm % Minimo % Méaximo %

Controle 17 38,7 +0,14 35,3 42,8

1/1000 10 36,7 £0,16* 34,1 39,6
1/100 10 35,3 £0,17*** 33,7 37,4
1/10 9 35,9 £0,11%** 34,5 37,8

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média Mann-Whitney: * p<0,05 e
***p<0,001lem comparagdo com o grupo controle).
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Figura 21. Hematdécrito no grupo controle e nos grupos tratados com a formulacdo comercial do
glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do produto
tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses Mann-
Whitney: * p<0,05 e ***p<0,001, em comparag¢do com 0 grupo controle).

5.5.5 Hemoglobina corpuscular média (HCM)

A HCM corresponde a quantidade média em peso de hemoglobina por
eritrocito, expresso em picogramas. E fornecida pela razdo entre a

hemoglobinemia e a contagem de eritrécitos (KJELDSBERG, 1998).

A hemoglobina corpuscular média ndo apresentou valores estatisticamente
diferentes entre os grupos tratados e o grupo controle conforme pode ser

observado na Tabela 11 e na Figura 22.

Tabela 11. Dados estatisticos da HCM dos ratos do grupo controle e dos grupos
tratados com glifosato.

Grupo n X tepm pg Minimo pg Maximo pg

Controle 17 19,5 +0,40 18,1 21,2

1/1000 10 20,0 +0,30 19,4 20,5
1/100 10 19,8 +0,51 18,8 21,0
1/10 9 20,1 +0,24 19,1 20,7

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacao comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: p>0,05).
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Figura 22. Hemoglobina corpuscular média no grupo controle e nos grupos tratados com a
formulagdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: p>0,05).

5.5.6 Concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM)

A CHCM representa a razao entre o peso da hemoglobina e o volume onde
esta contida sendo expressa em percentagem ou g/dL. E obtida pela raz&o entre
a hemoglobinemia e o hematdcrito (KJELDSBERG, 1998).

Todos os grupos tratados apresentaram valores significantemente maiores
gue o grupo controle, para este parametro (Tabela 12 e Figura 23). Em face do
exposto anteriormente para os demais parametros do eritrograma tal resultado
nao € o esperado, no entanto a hemoconcentracao que pode ter ocorrido também
pode ter gerado aumento da osmolalidade sangiinea. Os eritrocitos em meio
hiperosmolar podem desidratar-se aumentado a CHCM. Condigbes
hiperosmolares podem ser geradas in vitro por desproporcao entre o volume de
sangue e a concentracdo de anticoagulante (FAILACE, 2003). No entanto, as
amostras dos controles e dos grupos tratados com glifosato foram anticoaguladas

respeitando as mesmas proporc¢des entre sangue e anticoagulante.

Tabela 12. Dados estatisticos da CHCM dos ratos do grupo controle e dos grupos
tratados com glifosato.
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Grupo n Xzepm % Minimo % Méaximo %

Controle 17 36,7 +0,33 34,9 39,3

1/1000 10 38,7 +0,32** 36,8 40,0
1/100 10 38,2 +0,33* 35,7 39,4
1/10 9 38,6 +0,41** 35,8 39,8

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média Mann-Whitney: * p<0,05 e
**p<0,01, em comparagdo com o grupo controle).
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Figura 23. Concentracdo hemoglobinica corpuscular média no grupo controle e nos grupos
tratados com a formulagcao comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000,
1/100 e 1/10 da DLsg do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de
48 h entre as doses (Mann-Whitney: * p<0,05 e **p<0,01, em comparagdo com 0 grupo controle).

5.5.7 Coeficiente de variacdo da distribuicdo dos eritrécitos (RDW)

O RDW (red cell distribution width) representa o coeficiente de variacdo no
volume dos eritrocitos em torno do VCM, denominada na microscopia como
anisocitose. Um coeficiente maior indica maior variabilidade no volume celular de
determinada amostra (RYAN, 2001).

O RDW aumenta nas anemias carenciais como as por deficiéncia de ferro,
acido félico e vitamina B, nas anemias sideroblasticas e nos periodos de

regeneracdo ou resposta medular apdés hemorragias, ou apdés a reposicdo
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terapéutica de elementos deficientes para a eritropoiese. Nestas condi¢cdes sao
geradas populacbes heterogéneas de eritrocitos em funcdo de que o préprio
fornecimento dos elementos necessarios a eritropoiese apresenta oscilacbes com
periodos de maior ou menor caréncia, ou no caso das anemias sideroblasticas
onde o defeito na sintese do grupo heme varia de glébulo para globulo (FAILACE,
2003).

Nao foram encontrados dados na literatura revisada referentes ao RDW,
HCM e CHCM em animais e humanos expostos ao glifosato puro ou em

formulagbes comerciais.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram valores do RDW
significantemente maiores nos grupos tratados com glifosato nas diluicbes 1/100 e
1/10 que no do grupo controle (Tabela 13 e Figura 24). Estes resultados estdo em
acordo com a possibilidade de comprometimento na eritropoiese por aporte

deficiente e variavel dos elementos necessarios a mesma.

Tabela 13. Dados estatisticos referentes ao RDW dos ratos do grupo controle e
dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n Xxepm % Minimo % Maximo %
Controle 16 13,8 £0,0,22 12,4 15,0
1/1000 8 14,6 +0,23 13,8 15,5
1/100 9 15,6 £0,176*** 14,9 16,6
1/10 8 15,9 +0,336*** 14,6 17,2

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: ***p<0,0001, em
comparacao com o grupo controle).
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Figura 24. RDW no grupo controle e nos grupos tratados com a formulagdo comercial do glifosato,
por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsg do produto tecnicamente puro,
por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses (Mann-Whitney: ***p<0,0001, em
comparacao com o grupo controle).

Na interpretacdo dos resultados obtidos nos parametros avaliados pelo
hemograma cabe ressaltar que muitas diferencas entre os grupos tratados e o
grupo controle ou entre os préprios grupos tratados foram estatisticamente
significantes. Entretanto, a diferenca entre os grupos foi pequena. Esta
observacdo sugere que, nestes casos, 0 tratamento com o glifosato pode
representar reflexos fisioldgicos nao significativos. Porém, deve-se considerar que
0 periodo de tratamento pode nao ter sido suficiente para manifestacdes mais

pronunciadas destas diferengas.

Outro aspecto a se considerar esta relacionado aos fatores propostos para
tais alteragbes que além dos referidos como a ingestdo e/ou absorcdo de
alimentos, o processo inflamatorio e a fosforilagcdo oxidativa, outros podem estar
envolvidos como ac¢éo toxica na hematopoiese por parte do produto administrado,
tendo em vista a sua localizacao preferencialmente 6ssea, a somatéria de fatores

ou até o balanceamento na atuacéo de diferentes fatores.

5.5.8 Contagem de plaquetas
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As plaguetas sao células anucleadas formadas por fragmentacdo do
citoplasma dos megacariécitos medulares. Suas principais funcgdes estédo
relacionadas a hemostasia primaria mas participam também na hemostasia
secundaria. As plaguetas aderem nas paredes de vasos sanglineos lesados
(adesédo plaquetaria), agregam umas as outras formando o tampé&o plaquetario,
secretam varias moléculas bioativas (agregacdo e secrec¢do plaquetaria) e
contribuem para a geracao de trombina, componente fundamental na coagulacéo
sanguinea (PARISE; SMITH; COLLER, 2001).

A trombocitose pode ocorrer em anemias por deficiéncia de ferro, em
periodos pés-hemorragicos, apds esplenectomia, em processos inflamatorios, nas
sindromes mieloproliferativas e apds traumas enquanto que a trombocitopenia
pode estar associada a infec¢des virais, aplasia medular, anemias por deficiéncia
de vitamina B12 e &cido fdlico, coagulopatias de consumo e quimioterapia entre
outras causas (FAILACE, 2003). Alteracbes funcionais adquiridas podem ser
devidas a farmacos como os antiinflamatérios ndo esteroidais, a doencas
sisttmicas como a uremia e hepatopatias cronicas, a desordens hematolbgicas
como as sindromes mielodisplasicas, entre outras (SHATTIL; ABRAMS,;
BENNETT, 2001).

Estudo em ratos ndo demonstrou alteracfes significantes na contagem de
plaguetas, apds administracdo de glifosato puro na alimentagdo em concentragdo
de 50.000 ppm/kg de alimento, entretanto 0os animais apresentavam sinais de

desidratacao o que pode ter comprometido os resultados (CHAN; MAHLER, 1992)

Embora, no presente estudo, ndo tenha havido diferenca estatisticamente
significante na contagem de plaquetas entre os grupos tratados e o controle, nem
guando foram comparados os grupos tratados entre si, o valor médio da
plaquetometria foi inferior em todos os grupos tratados quando comparada a
plaquetometria dos controles (Tabela 14 e Figura 25). A literatura revisada néo fez
referéncia a contagem de plaquetas em humanos expostos ao glifosato, mas
hemorragia gastrointestinal foi observada em 8% dos casos de intoxicagao

intencional com formulacfes deste agrotoxico (TALBOT, 1991).
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Na presente pesquisa ndo foram observados sinais de sangramento
intestinal mas em 570 observacdes realizadas em 15 animais do grupo inoculado
com a diluicdo 1/10 foram efetuados 48 registros positivos para sinais de
sangramento nasal (observacao de vestigios de sangue nas bordas das narinas),
envolvendo 07 animais, enquanto que foram registradas 3 e 7 observacdes
positivas em dois e 04 animais nos grupos da diluicdo 1/1000 e 1/100,

respectivamente.

O comprometimento funcional adquirido das plaquetas pode ser a base de
disturbios hemorragicos leves e moderados sem que haja reducdo no seu
namero. No entanto quando associado a outras alteracfes na hemostasia pode
redundar em quadros hemorragicos graves (SHATTIL; ABRAMS; BENNETT,
2001). No sentido de investigar estes sinais de sangramento observados nos
animais tratados com o glifosato provas adicionais mais especificas para avaliar
a funcédo plaquetaria tais como testes de agregacdo, bem como provas para

coagulacao sangtinea precisam ser realizadas.

Tabela 14. Dados referentes a plaquetometria dos ratos do grupo controle e dos
grupos tratados com glifosato.

Grupo n Xzepm x 10°%puL Minimo x 10%uL Méaximo x 103 /uL
Controle 13 887,5 +22,63 744 981
1/1000 8 799,0 +35,68 562 870
1/100 9 811,1 £30,71 585 909
1/10 8 812,2 £44,23 669 949

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: p>0,05).
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Figura 25. Contagem plaquetas no grupo controle e nos grupos tratados com a formulagéo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: p>0,05).

5.5.9 Contagem global dos leucoécitos

Dados referentes a leucometria total e exposi¢cdo cronica de humanos ao
glifosato ndo foram encontrados na literatura revisada, entretanto nas
intoxicagcOes agudas a leucocitose foi constatada em 68% dos casos sem ter sido

especificada as custas de qual populacédo (LEE et al., 2000).

Neste estudo ndo foram demonstradas diferencas estatisticamente
significantes nos valores da leucometria global quando comparados os grupos
tratados com o controle, nem quando comparados 0s grupos tratados entre si
(Tabela 15 e Figura 26).

Tabela 15. Dados referentes a leucometria global dos ratos do grupo controle e
dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n X#epm x 10%pL Minimo x 10%uL  Méaximo x 10° /uL
Controle 17 7,07 0,469 3,3 9,9
1/1000 10 6,83 £0,617 4,2 9
1/100 10 8,58 +0,906 4,7 13,8
1/10 9 6,5 +0,956 3,2 11,6

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: p>0,05).
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Figura 26. Leucometria global no grupo controle e nos grupos tratados com a formulagédo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: p>0,05).

Um estudo conduzido pela empresa que patenteou o glifosato e citado
como dados nao publicados no Environmental Health Criteria 159 — Glyphosate,
demonstrou que os dados hematoldgicos dos ratos ndo foram afetados apds 13
semanas da administracdo de glifosato na dieta em concentracdes de 1.000,
5.000 e 20.000 mg/kg de alimento (MONSANTO, 1987). Resultados n&o
significativos para a leucometria total foram obtidos por CHAN e MAHLER (1992),
utilizando o glifosato puro adicionado a alimentacdo em quantidades de 12.500,
25.000 e 50.000 ppm/kg de alimento.

5.5.10 Contagem de monacitos

Os mondécitos desenvolvem um papel central na resisténcia do organismo a
muitas doencas infecciosas incluindo tuberculose, leishmaniose, febre tiféide e
micoses sistémicas. Na resposta imune estas células sdo importantes
apresentadoras de antigeno para os linfocitos T e secretam varias moléculas
bioativas. Possuem receptores de superficie que reconhecem imunoglobulinas,
integrinas, fatores do complemento e antigenos de parede bacterianos como o0s

lipopolissacarideos, que lhes propiciam a capacidade de reconhecimento e
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fagocitose (LEHRER; GANZ, 2001). No sangue periférico de humanos estédo
distribuidos em um pool circulante e um marginal, sendo este ultimo em numero
3,5 vezes superior ao primeiro. A monocitose pode ocorrer em varias condi¢cdes
clinicas como processos inflamatérios crénicos (artrite reumatdide e lupus
eritematoso sistémico), na quimioterapia, leishmaniose, tuberculose, malaria,
leucemia monocitica e brucelose, enquanto que a monocitopenia € uma condi¢cao
pouco comum e associada principalmente a anemia aplastica e tricoleucemia
(FAILACE, 2003).

Os valores médios da contagem de mondcitos ndo foram estatisticamente
diferentes entre os animais tratados com glifosato nas diluicées 1/1000 e 1/10 da
DLsp em comparagdo aos animais controles, no entanto houve aumento
significativo deste parametro nos animais tratados com a diluicdo 1:100 quando

comparados com os animais controles (Tabela 16 e Figura 27).

bY

Tabela 16. Dados referentes a contagem de mondcitos dos ratos do grupo
controle e dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n  X#epmx 10°uL Minimo x 10°/uL  Méaximo x 107 /uL
Controle 17 0,69 0,08 0,27 14
1/1000 10 0,82 £0,06 0,5 1,1
1/100 10 1,33 +£0,18* 0,5 2,2
1/10 9 0,79 £0,10 0,4 1,2

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X" representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: * p<0,05, em
comparacao com o grupo controle).
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Figura 27. Contagem de mondcitos no grupo controle e nos grupos tratados com a formulacéo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: *p<0,05, em comparagdo com o grupo controle).

Efeitos sobre a saude como a irritagdo do trato gastrointestinal inclusive
com ulceracfes apos ingestao por seres humanos (CHANG et al., 1999) ou apos
a administracdo em ratos (WHO, 1994) foi descrita para o glifosato. A elevagéo no
numero meédio de monécitos pode ser consequéncia de um possivel processo
inflamatorio fruto da irritagdo do trato gastrointestinal associada ao glifosato.
Embora os tratamentos com a menor e a maior dose nao tenham sido
significativos, demonstraram um numero de mondcitos ligeiramente superior ao
do controle em concordancia com a interpretacdo de inflamacdo no trato
gastrointestinal. No entanto ndo foi possivel estabelecer uma hipétese plausivel
para a diferenca ter sido significante no grupo que recebeu a dose intermediaria
(1/100 da DLsg) do glifosato, cabendo ressaltar que nesta dose, embora néao
significativo, foram obtidos os maiores valores para leucometria total e linfocitos

totais e os menores valores para a eritrometria e hemoglobinemia.

5.5.11 Contagem de granuldcitos

Na contagem de granuldcitos estdo incluidos os neutrofilos, eosindfilos e
basdfilos. A principal funcéo dos neutrdéfilos € prevenir ou retardar a introducao de

agentes infecciosos ou outros materiais estranhos no organismo por meio da
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guimiotaxia, fagocitose e digestdo intracelular dos mesmos. As principais
condi¢cOes associadas com neutrofilia sdo as infec¢cdes bacterianas (pneumonias,
meningites, peritonites, septicemias, urinarias, amigdalianas, entre outras),
inflamacgdes, sindromes mieloproliferativas crénicas, hemorragias e estresse
enquanto que neutropenias podem ser devidas a aplasia medular, farmacos, febre

tifdide, malaria, causas imunes, quimioterapia, entre outras (ATHENS, 1998).

Neste estudo os valores sangliineos médios das contagens de granulécitos
nao foram estatisticamente diferentes entre os animais tratados com glifosato na
diluicdo 1/1000 da DLsp em comparagédo aos controles ou quando comparados 0s
grupos tratados entre si. No entanto os valores deste parametro foram
significantemente maiores nos animais tratados com as diluicbes 1/100 e 1/10,

guando comparados com 0s animais controles (Tabela 17 e Figura 28).

7

A neutrofiia € uma condicdo frequentemente associada aos processos
inflamatoérios enquanto que a eosinofilia e a basofilia comumente ndo o sdo. Na
revisdo de 131 casos de intoxicacdo por glifosato (LEE et al., 2000) ndo foram
relatados sintomas alérgicos enquanto que alteracbes na mucosa gastrica
compativeis com resposta inflamatéria foram descritas (CHANG et al., 1999).
Portanto, o aumento significativo dos granul6citos nos grupos tratados com as
diluicdes 1/100 e 1/10 da DLsp como consequiéncia de uma neutrofilia associada a
um processo inflamatério sugere ser a hipotese mais coerente. Os resultados
deste parametro demonstraram ser crescentes com o aumento da dose o que
pode ser compativel com agressdo quimica produzida pelo glifosato e/ou outro

componente da formulacao.

Tabelal7. Dados referentes a contagem de granuldcitos dos ratos do grupo
controle e dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n Xzepm x 10%uL Minimo x 10%uL  Maximo x 103 /uL
Controle 17 0,58 +0,08 0,3 1,2

1/1000 10 0,65 £0,06 0,3 0,9

1/100 10 2,0£0,19* 0,2 2,0

1/10 9 2,3 +0,19* 0,5 2,3
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Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: * p<0,05, em
comparagao com o grupo controle).
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Figura 28. Contagem de granulécitos no grupo controle e nos grupos tratados com a formulacéo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: *p<0,05, em comparagcdo com o grupo controle).

5.5.12 Contagem de linfocitos

Os linfécitos desempenham papel fundamental na resposta imune humoral
e celular. Estas células podem ser distribuidas em trés populagfes principais
denominadas de linfécitos B, T e NK (Natural Killer), além de sub-populacdes
dentro destas, cada qual com funcdes especializadas no sistema imune. Dessa
forma para uma avaliacdo do sistema imune reveste-se de importancia ndo sé o
namero absoluto das trés populacdes em conjunto mas também o nimero e a
relacdo das sub-populacdes de linfocitos além de outros componentes deste
sistema (PARASKEVAS; FOERSTER, 1998). Portanto, a auséncia de alteracdes
no nuamero absoluto dos linfécitos observadas neste estudo ndo pode ser
interpretada como auséncia de alteragbes no sistema imune, requerendo
pesquisas mais detalhadas tal como a avaliacdo das sub-populacées de linfocitos
TCD4" e CD8".

Linfocitoses podem ocorrer em infec¢bes virais (mononuclose, rubéola,

citomegalovirus, sarampo, hepatites virais), coqueluche, brucelose, sifilis, pos-
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esplenectomia, tuberculose e leucemias linfociticas, enquanto que a linfopenia
esta associada a infec¢Bes bacterianas em geral, Sindrome da Imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), estresse, condicbes de hipoplasia e aplasia medular e a
iatrogenia (KIPPS, 2001a).

No presente estudo a contagem de linfocitos ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significantes quando comparados os grupos tratados e 0sS
controles, nem quando comparados quaisquer dos grupos tratados entre si
(Tabela 18 e Figura 29).

Tabela 18. Dados referentes a contagem de linfocitos dos ratos do grupo controle
e dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n X#epm x 10°uL Minimo x 10%uL  Méaximo x 10° /uL
Controle 17 5,79 £0,405 2,4 8,7
1/1000 10 5,38 £0,675 2,5 79
1/100 10 6,11 +0,697 4,0 111
1/10 9 4,54 £0,807 2,3 9,1

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média (Mann-Whitney: p>0,05).
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Figura 29. Contagem de linfocitos no grupo controle e nos grupos tratados com a formulagéo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do



80

produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: p>0,05).

5.6 CONTAGEM E RELACAO DOS LINFOCITOS CD4* E CD8", NO SANGUE
PERIFERICO E LINFONODOS

O sistema imune é constituido por células e moléculas que fisiologicamente
respondem de forma coordenada & presenca de substancias estranhas,

infecciosas ou ndo, no organismo.

A interagdo do sistema imune com substancias estranhas ao mesmo
inicialmente ocorre por meio das reacdes da imunidade inata e posteriormente
pelas reacdes da imunidade adquirida. Esta Ultima por sua vez pode ser mediada
por anticorpos, denominada imunidade humoral, ou por células constituindo a
imunidade celular (ROIT; BROSTOF; MALE, 1999).

Os linfocitos B desempenham papel fundamental na resposta imune
humoral uma vez que sdo as células produtoras dos anticorpos, enquanto que a
imunidade mediada por células estd centrada nos linfécitos T com a participacdo

de células acessorias como os fagdcitos mononucleares e as células dendriticas.

A expressdo de diferentes glicoproteinas na membrana dos linfoécitos T
subdivide os mesmos em duas principais populacfes, 0os que expressam CD4
designados como células T auxiliares e os que expressam CD8 denominados
como células T citotoxicas/supressoras, ndo estando definido ainda se esta ultima
corresponde a uma Unica sub-populacéo ou duas, as citotoxicas e as supressoras
(ABBAS; LITCHTMAN; POBER, 2003).
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Em termos funcionais, de um modo geral os linfocitos CD8" possuem
como func¢éo principal reconhecer e destruir células do hospedeiro que expressem
antigenos ligados a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade tipo |
(MHC classe ). Os linfécitos T auxiliares podem ser distribuidos em duas sub-
populacbes chamadas Tyl e T42, com expressdo de diferentes glicoproteinas
além da expressdo comum de CD4, e a producao, quando ativadas, de diferentes
citocinas o que lhes confere caracteristicas funcionais individuais. Entretanto,
genericamente apresentam a funcdo de promover a producdo de anticorpos
pelos linfocitos B e de ativar macréfagos. Estes linfocitos reconhecem antigenos
ligados ao MHC classe Il (KIPPS, 2001b).

Em humanos, os linfocitos CD4" representam aproximadamente 50 a 60%
dos linfécitos do sangue, linfonodos e bago e os CD8" constituem de 20 a 25%,
15 a 20% e 10 a 15% dos linfocitos do sangue, linfonodos e baco,
respectivamente (ABBAS; LITCHTMAN; POBER, 2003).

Atualmente um dos grupos de testes propostos para avaliar o sistema
imune de individuos ocupacionalmente expostos a produtos quimicos € o estudo
do efeito sobre as subpopulacdes de linfocitos como a de CD4" e de CD8"
(DACASTO; NEBIA; BOLLO, 2001).

5.6.1 Percentual e relagéo dos Linfocitos CD4" e CD8" no sangue periférico

Os resultados obtidos neste estudo para o percentual e nimero absoluto
de linfécitos no sangue periférico para as duas subpopulacdes e relagcdo entre
elas constam nas Tabelas 19 e 20. Os valores médios do percentual e niumero
absoluto de linfocitos CD4" dos animais dos grupos tratados com as diluicdes
1/1000 e 1/100 da DLsp foram superiores, porém nao significativos quando
comparados com os controles. Por outro lado, o grupo tratado com a diluicdo 1/10
demonstrou valores significantemente reduzidos para estes parametros quando

comparados com o0s respectivos valores do grupo controle (Figura 30). O mesmo
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padrdo de resultado foi obtido para o CD8*, conforme Figura 31. A relacdo
CD4"/CD8" demonstrou discreta reducdo sem significado estatistico, visto que as
sub-populacdes de CD4" e CD8" reduziram com certa proporcionalidade,

conforme Figura 32.

Os resultados dos valores percentuais tanto para as células CD4" quanto
para as CD8" evidenciaram respostas com padrbes diferentes em funcio das
doses administradas. O tratamento com o glifosato nas diluigdes 1/1000 e 1/100
da DLso do produto, sugere ter induzido uma resposta discreta do organismo no
sentido de uma possivel proliferacdo e diferenciacdo equilibrada das duas
subpopulacdes gerando aumento proporcional destas células, conforme verificado
pela relacdo entre as mesmas. Entretanto quando o tratamento foi realizado com
a diluicdo 1/10 o organismo demonstrou um padrdo inverso na resposta, com
reflexos mais pronunciados na sub-populacdo de células CD4". Padrdes
semelhantes de resposta de células CD4" e CD8" estdo descritos na literatura

para outros agrotoxicos.

Tabela 19. Dados dos valores percentuais dos linfécitos CD4*, CD8" e da relagédo
CD47/CD8" no sangue periférico dos ratos do grupo controle e dos grupos
tratados com glifosato.

Grupo n CD4" Xtepm % CD8" Xtepm % CD4'/CD8" X+epm
Controle 10 43,9 £4,07 6,7 £1,45 7,8+1,19
1/1000 10 49,2 £3,26 7,6 £1,47 7,6 £1,66
1/100 10 56,6 £2,73 8,0 £0,97 7,5 0,82
1/10 8 20,4 £2,56** 3,4 £0,29* 6,3 £1,26

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X" representa a média e “epm” o erro padrdo da média Mann-Whitney: * p<0,05 e
**p<0,01, em comparagdo com o grupo controle).

Tabela 20. Dados referentes aos valores absolutos dos linfocitos CD4" e CD8" no
sangue periférico dos ratos do grupo controle e dos grupos tratados com glifosato.
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Grupo n CD4" X zepm x 10°/uL  CD8* X +epm x 10°/uL
Controle 10 2,143 £0,30 0,316 £0,06
1/1000 10 3,362 £0,26 0,542 0,11
1/100 10 3,803 £0,94 0,548 £0,15
1/10 8 1,381 +£0,38* 0,209 £0,04*

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X" representa a média e “epm” o erro padrdao da média (Mann-Whitney: * p<0,05, em
comparacao com o grupo controle).

FAN; WIERDA; ROZMAN e colaboradores (1996), demonstraram num
trabalho realizado em ratos, que o0 pesticida organoclorado 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) afetava a resposta imune mediada por células
evidenciando uma curva dose-resposta em forma de “U” invertido. A resposta
imune aumentava com o aumento da dose do produto até a concentracao de 20
Hg/kg de peso corporal e comecava a reduzir com 30 pg tornando-se
significantemente reduzida a partir de 40 pg/kg de peso corporal. Outro estudo
realizado com este produto em primatas, demonstrou que doses que gerassem
acumulo de 2,5 a 2,7 ng do mesmo/kg de peso corporal elevavam a contagem de
CD4" para valores acima da referéncia enquanto reduzia a contagem de CD4"
virgens, sem alterar a contagem de CD8" ou a contagem total de células T. No
entanto quando a dose gerava um acumulo de 9 a 10 ng do produto/kg de peso
corporal houve reducdo da contagem de CD4" para valores aquém dos de
referéncia e aumento da contagem de CD8" (NEUBERT et al.,1992).

Esta reducdo significante pode ocorrer por diversos mecanismos.
Teoricamente pode ser por interferéncia na proliferacdo ou diferenciacdo de
células timicas em células CD4" ou por incremento na morte celular via inducéo
da apoptose ou ndo. Interferéncia na proliferagédo e diferenciacéo de céluas T tem
sido observada com outros compostos. O TCDD demonstrou inibir a proliferacéo
de timécitos obtidos de camundongos ao mesmo tempo em que estimulou a

diferenciacdo destes para linfécitos CD8", esta Ultima por interferéncia na via de
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sinalizacao extracelular de quinases (ERK), em experimentos in vitro. A ERK é
uma via reconhecidamente critica para diferenciacdo e apoptose de timdcitos
(TSUKUMO et al., 2002). Efeito toxico direto ou atuando em nivel de producao de
citocinas que de algum modo regulem a populac¢do ou sub-populacdes de células
CD4" como a IL-2 (interleucina-2) e IL-7 também podem ser formas de atuagdo

que tenham resultando no decréscimo das células CD4".

A reducéo da populacio de células CD4" por aumento da morte celular foi
demonstrada em comundongos tratados com TCDD. Os resultados
demonstraram que a morte celular induzida pelo TCDD pode ser mediada pela
interacdo com Fas e FasL (DEARSTYNE; KERKVLIET, 2002).
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Figura 30. Linfécitos CD4" no sangue periférico do grupo controle e dos grupos tratados com a
formulagcéo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: **p<0,01, em comparag&o com o grupo controle).



85

CD8 SP
10.01
CCtrl
I 1/1000
757 T I 1/100
< BEZ2 1/10
S 5.0
0
2.5
0.0

Figura 31. Linfécitos CD8" no sangue periférico do grupo controle e dos grupos tratados com a
formulagdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: *p<0,05, em comparagcdo com o grupo controle).
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Figura 32. Relacdo CD4'/CD8" no sangue periférico do grupo controle e dos grupos tratados com
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: p>0,05).
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Por outro lado, o possivel comprometimento do sistema imune por
agrotoxicos ou outras causas, ndo esta restrito apenas a aspectos quantitativos
como o observado para a reducgdo das células CD4" pelo glifosato neste estudo,
mas envolve também a capacidade funcional destas células seja como efetoras
ou moduladoras da atividade de outras relacionadas com a imunidade, como
observado por WHALEN e colaboradores (2003). Estes autores constataram que
o herbicida atrazina e os fungicidas do grupo dos carbamatos (maneb, ziram
e metiram) inibem significantemente a capacidade citolitica de células NK,
isoladamente, sobre as células K562 (linhagem celular da leucemia mieldide
crbnica em humanos). Quando a capacidade citolitica das NK foi testada na
presenca de células T a inibicdo foi significante apenas com a atrazina,
evidenciando que este composto interfere também na modulacdo que as células T

exercem sobre a atividade das NK.

Portanto futuros trabalhos que avaliem a funcionalidade das sub-
populacdes de células T frente a exposicdo ao glifosato podem se revestir de

importancia na avaliacao dos efeitos deste agrotéxico sobre o sistema imune.

5.6.2 Percentual e relacdo dos Linfécitos CD4" e CD8" no linfonodo

Os linfonodos sao orgéos linfoides periféricos ou secundarios onde se iniciam
as respostas imunes adquiridas aos antigenos protéicos originarios da linfa.
Apresentam-se como agregados nodulares de tecido rico em linfécitos
distribuidos por todo o corpo, ao longo dos canais linfaticos (ABBAS;
LITCHTMAN; POBER, 2003).

Os dados referentes aos linfécitos CD4" no linfonodo demonstraram valores
significantemente reduzidos no grupo tratado com a diluicdo 1/10 da DLso quando

comparados aos controles. Ndo houve diferenga significante para os demais
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grupos tratados, embora tenham demonstrado uma reducédo gradativa, quando
comparados ao controle (Tabela 21 e Figura 33). Por sua vez os resultados para
as células CD8" evidenciaram um perfil aposto, aumento crescente destas com o
aumento da dose, sendo significantemente diferente na diluicdo 1/10 da DLsg
guando comparada ao controle (Tabela 21 e Figura 34). Consequentemente, com
a reducdo no percentual de células CD4" e aumento no percentual de células
CD8" a relagdo CD4'/CD8" no linfonodo demonstrou continua reducdo com o
aumento da dose do produto. Houve diferenca significante nos grupos tratados
com diluicdo 1/100 e 1/10 da DLsp quando comparados com O grupo controle
(Tabela 21 e Figura 35).

Além das altera¢des observadas nas sub-popula¢gdes de células estudadas
nos linfonodos, foi constatado um proeminente aumento destes com diferencas
significantes nas trés doses utilizadas, quando comparados aos controles (Tabela
22 e Figuras 36 e 37).

A hipertrofia dos linfonodos pode decorrer de processos inflamatorios,
infecciosos (bacterianos, virais e por protozoarios), neoplasicos e imunes
(HABERMANN; STEENSMA, 2000).

Tabela 21. Dados referentes aos valores percentuais dos linfécitos CD4", CD8" e
da relagdo CD4'/CD8" no linfonodo dos ratos do grupo controle e dos grupos
tratados com glifosato.

Grupo n CD4" Xtepm % CD8" Xtepm % CD4"/CD8" X+epm
Controle 10 48,8 £4,20 10,7 £2,21 5,1+0,82
1/1000 10 42,4 £4,91 14,4 +2,38 3,3+0,61
1/100 10 41,8+1,14 17,0 £0,91 2,5+0,18*
1/10 8 25,4 £2,91* 24,5 £5,67* 1,2 +0,21*

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X" representa a média e “epm” o erro padrdao da média (Mann-Whitney: * p<0,05, em
comparacao com o grupo controle).
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Figura 33. Linfécitos CD4" no linfonodo inguinal do grupo controle e dos grupos tratados com a
formulac@o comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: *p<0,05, em comparagcédo com o grupo controle).

Estes resultados demonstram que a exposicao ao glifosato pode apresentar
perfis diferentes nas sub-populacgdes de células CD4" e CD8" dependendo do sitio
onde as mesmas sédo obtidas. Além disso, a deteccdo de alteracbes destas sub-
populacdes nos linfonodos demonstrou ser mais sensivel neste 6rgdo que no

sangue periférico.

Os aspectos discutidos e referenciados na literatura para as alteracdes
observadas no sangue periférico podem ser aplicados para os linfonodos.
Entretanto, estudos adicionais especificos para este 6rgéo, tais como histolégicos
com coloracdo H/E, marcacdo de populagdes por técnicas de imunohistoquimica
ou por citometria de fluxo, expressdo de receptores nas células e seus
respectivos ligantes no tecido, poderéo fornecer dados como a participacdo de
outros grupos celulares, alteracdes histologicas e aspectos do alojamento celular

gue auxiliem a entender as modificacdes constatadas no érgéao.
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Figura 34. Linfécitos CD8™ no linfonodo do grupo controle e dos grupos tratados com a formulacédo
comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da DLsy do
produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as doses
(Mann-Whitney: *p<0,05, em comparagdo com o grupo controle).
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Figura 35. Relacdo CD4'/CD8" no linfonodo do grupo controle e dos grupos tratados com a
formulagéo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: *p<0,05, em comparacédo com o grupo controle).

Tabela 22. Dados referentes ao peso dos linfonodos dos ratos do grupo controle e
dos grupos tratados com glifosato.

Grupo n X +tepm mg Minimo mg Maximo mg
Controle 10 20 +2,58 10 30

1/1000 10 73 £5,78*** 50 110

1/100 10 87 £5,97*** 60 110
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1/10 8 65,6 +11,63*** 30 120

Grupo controle: animais que receberam agua destilada; Grupos tratados: animais que receberam
a formulacdo comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses. “X” representa a média e “epm” o erro padrdo da média Mann-Whitney: ***p<0,0001, em
comparag¢ao com o grupo controle).
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Figura 36. Peso dos linfonodos inguinais do grupo controle e dos grupos tratados com a
formulac@o comercial do glifosato, por via oral, nas respectivas doses de 1/1000, 1/100 e 1/10 da
DLso do produto tecnicamente puro, por um periodo de 75 dias, com intervalo de 48 h entre as
doses (Mann-Whitney: ***p<0,0001, em compara¢do com o grupo controle).

Figura 37. Imagem de linfonodos: grupo controle (A) e tratado com diluicdo 1/10 DLsq (B).

No que tange as populacBes de células avaliadas, outros estudos que
pesquisem aspectos envolvidos na proliferacdo, diferenciacdo e a capacidade
funcional destas células, devem ser realizados para melhor entender os
mecanismos bem como a importancia das alteracdes que o glifosato demonstrou

induzir no sistema imune.
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Em suma, a administracdo cronica do glifosato pode mediar efeitos
importantes a nivel hepatico e no perfil hematologico. Assim como a imunidade
celular, pela sua acdo na populacdo de linfécitos T, principalmente CD4",
comprometendo a resposta imune dos animais. O comprometimento na
imunidade pode gerar suscetibilidade as infeccbes e ao desenvolvimento de
neoplasias. E possivel que a hipertrofia observada com aumento dos linfécitos
CD8" nos linfonodos esteja relacionada a alteracbes de caracteristicas
neoplasicas. Estamos estudando esta hipétese no laboratério por meio da anélise

semi-quantitativa da expressao dos oncogenes c-myc, c-fos e c-jun, por RT-PCR.



6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
PARA FUTUTROS TRABALHOS
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6.1 CONCLUSOES

A exposicéo ao glifosato por 75 dias em doses correspondentes a 1/1000, 1/100
e 1/10 da DLsp do produto, administradas em intervalos de 48 horas, reduziu o ganho

de peso dos animais;

O aumento na atividade sérica das enzimas AST e ALT demonstraram que o

glifosato apresenta toxicidade para o tecido hepatico podendo afetar suas funcoes;

O aumento aparente do numero de células de Kupffer e de reticulina no cortes
histolégicos de tecido hepético sugere que o glifosato induziu uma resposta do

orgao com producéo de tecido conjuntivo;

A ALT demonstrou ser um indicador mais sensivel da agresséo hepéatica pelo
glifosato que a AST e a analise de cortes histologicos corados pela H/E. Entretanto
nao foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre alteracbes morfologicas
(degeneracao, necrose) nos hepatécitos e a elevagdo na atividade séricas das

enzimas;

A exposicdo ao glifosato demonstrou reflexos nos dados hematologicos do
sangue periférico com reducdo do numero de eritrocitos, da concentracdo de
hemoglobina e do hematécrito e aumento do RDW, do namero de mondcitos e
granuldcitos. Estes resultados sdo compativeis com a reducdo na ingestdo de
alimentos associada ao processo inflamatério causado pela agressédo do glifosato a
mucosa gastrointestinal, além de possivel interferéncia na producdo de energia,
entretanto a possibilidade de efeito toxico direto ou por outros mecanismos, sobre o

tecido hematopiético ndo pode ser desconsiderada;
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O aumento na concentracdo sérica da uréia pode representar reducdo da
volemia e conseqiente hemoconcentracdo nos animais tratados, fato que pode

afetar os resultados de alguns parametros do sangue, como os do eritrograma;

A observacao microscopica de cortes da medula 6éssea corados pela H/E nédo
demonstrou alteracdes detectaveis do produto sobre este tecido. Portanto nao foi
possivel estabelecer qualquer relagdo com as alteracdes nos dados hematoldgicos

do sangue periférico;

A exposicao ao glifosato na diluicdo 1/10 da DLsp afetou o sistema imune,
reduzindo o percentual e o nimero absoluto de células CD4" e CD8" no sangue
periférico e o percentual das células CD4" no linfonodo, bem como aumentou o
percentual de células CD8" neste ltimo;

Os resultados dos valores percentuais das células CD4" e CD8", assim como da
relacdo CD4'/CD8" no linfonodo, demonstraram que o mesmo pode evidenciar
alteracdes no sistema imune ndo detectaveis no sangue periférico, quando séo
administradas doses menores do glifosato;

A relacdo CD4"/CD8" no linfonodo demonstrou ser o parametro da imunidade,

dentre os estudados, mais precocemente afetado pela exposi¢do ao glifosato;

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposicédo ao glifosato
pode apresentar reflexos negativos sobre a saude, alguns dos quais ainda néo
descritos na literatura, como o aumento de reticulina e as alteracdes nas sub-

populacdes de células CD4" e CD8" no sangue periférico e nos linfonodos.
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6.2 PERSPECTIVAS PARA FUTUTROS TRABALHOS

Avaliar os efeitos do glifosato sobre o trato gastrointestinal em busca de
alteracdes inflamatoérias e correlacionar com as determinacdes de mediadores da
inflamacéo como a IL-1 e o TNF-a, juntamente com medidas que possam confirmar
baixa oferta de ferro para eritropoiese como a determinacdo da concentracdo do

ferro sérico, transferrina, capacidade total de ligacao do ferro;

Avaliar a medula Ossea por meio de técnicas mais especificas, como
imunohistoquimica e culturas primarias para averiguar possiveis alteracdes na
distribuicdo das populacdes celulares e na proliferacdo e/ou diferenciacdo destas,
bem como modificagdes no microambiente medular que envolvam a disposi¢ao de

moléculas da matriz extracelular como colageno (I, Il, IV), laminina e fibronectina;

Avaliar o numero de células de Kupffer no tecido hepatico por técnicas mais
apropriadas como a imunohistoquimica (marcacao para lisosima) o que pode revelar

alteracdes neste tecido em doses menores que a observada;

Avaliar a hipertrofia dos linfonodos por técnicas histologicas e
imunohistoquimicas que possam contribuir para esclarecer a base fisiopatoldgica das

alteracdes observadas nestes 0rgéos;

Avaliar aspectos relacionados a proliferacdo e/ou diferenciacao de células T,
com dosagens de interleucinas e estudos do timo, assim como testes de resposta a
imunizacdo, com o objetivo de esclarecer as modificagcbes constatadas na sub-

populacées de células CD4" e CD8™;

Avaliar a expressao de oncogenes como o c-jun, c-fos e o c-myc, nos tecidos

linféides primario e secundario por técnica RT-PCR, semi-quantitativa.
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8 ANEXOS



8.1 REAGENTES

Acido cloridrico (Merck)

Acido oxalico (Nuclear)

Azida de sédio (Merck)

Cloreto de ouro (Synth)

Cloreto de potéssio (Nuclear)
Cloreto Sodio (Nuclear)

EDTA tetrassodico (Vetec)

Eosina amrela (Merck)

Fosfato de potassio monobasico (Vetec)
Fosfato de sédio dibasico (Vetec)
Hematoxilina (Merck)

Hidroxido de amoénia (Nuclear)
Hidréxido de potéssio (Nuclear)
Isoton (Biotec)

Solucédo lisante diferencial (Biotec)
Nitrato de prata (Nuclear)

Oxido vermelho de mercurio (Nuclear)
Paraformaldeido (Reagen)
Permanganato de potéssio (Nuclear)
Sulfato de ferro amoniacal (Merck)
Tartarato de sédio e potassio (Vetec)

Tiossulfato de sodio (Vetec)

8.2 SOLUCOES

Acido Oxalico 5%:
ACIAO OXANICO......ccveeeieeeeceeeee e, 509
Agua destilada gSp........c.covevveeeeeieeeeee e, 100 mL
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Alumem de ferro 5%:
Alumem de ferro (sulfato de ferro amoniacal)................ 5009
Agua destilada 0.S.p.......cccvivieeieeeieeee e 100,0 mL

Cloreto de ouro 0,2%
Cloreto de OUIO.......cuuviieiiiiiic e 0,29

Agua destilada 0.5.p.... coeeveveeerieeeeee e 100,0 mL

Permanganato de potassio 0,5%:
Permanganato de PotasSiO........ccccevvveeeeeeiiieeeeeiiiiiinn, 0,59

Agua destilada gSP........cceeereeeerreeeeerece e 100,0 mL

Solugéo de Gomori:

Hidréxido de potassiol0%..........ccevvvvveiiiiieeeeeeeeeeeeeiiinnn, 10,0 mL

Nitrato de Prata 10%0........cooeveeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 50,0 mL

OBS. Forma-se um precipitado cinza que devera ser dissolvido acrescentando-se
hidréxido de amonia concentrado gota a gota. Feita a dissolugdo completa, o liquido
obtido transparente devera ser acrescido de nitrato de prata 10%, gota a gota, até
nao mais haver reabsorcdo do nitrato, ficando de cor pardacenta. Diluir o reagente
em uma proporcao de 1:1 em agua destilada.

Tiossulfato de sédio 5%

Tiossulfato de SOAIO .......cveeeieeeiiiiieeiice e 0,59
Agua destilada gSp........cceevveeeeeeeieeeeeeee e, 100,0 mL
Hematoxilina

HematoXilina...........oooiiiiiiiie e 59
AlCOO0I @DSOIULO........oeveeeeeeeeeeeeceee e 50 mL
AlUMeEM de POLASSIO......uvveeiieeiiiiiiiieee e 100 g
Agua destilada 0.S.P....ccveevrieiieie e 1000 mL

Oxido Vermelho de Mercurio.............ccoveeeveeveeveeeneenenne, 2549
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Preparo:

Dissolver a Hematoxilina no &lcool absoluto. O Alimem deve ser dissolvido na agua
destilada & quente até a dissolucao total do sal. Deixar em repouso 24 horas.
Misturar as duas solugBes e acrescentar o 0xido vermelho de mercurio. Lavar ao

fogo e deixar ferver por 5 minutos. Pronto para uso apés 24 horas.

Eosina

Eosina amarelada hidrossolavel.................cccooeeii, 19
Agua destilada............c.coveeeieeeieieeeeeeeeeeee e 20 mL
AICOOI 959 GL....ieiiieieieieeeee e 180 mL
Preparo:

Dissolver a eosina na agua destilada e acrescentar o alcool.
Diferenciador alcool-acido
AICOOI 70P GL 1., 100 mL

ACIO ClOMAIICO oo, 1mL

Solugao descalcificadora

EDTA tetrassOdiCO ......uvvveieiiiieeeieeeieeeeeeee e 700 mg
Tartarato de SOdi0 € POtASSIO ......ccoevvvvviiieiieeeeiiiee 8 mg
Tartarato de SOIO .........ccevvvviiiiiiiiee e 140 mg
ACIHO ClOFTANCO .t 99,2 mL
Agua destilada 0.5.P.....ceeevreerieeeeeeee e 1000 mL
PBS/EDTA

PBS/EDTA 1X ottt 100 mL



PBS/EDTA/AZIDA/SAB

PBS IX. it 100 mL
ED T A e 1850 mg
Azida de SOI0..........cooeiiiiiiiicee e 10 mg
SAB (soroalbumina bovina).............evciiiiiiiiiieeeeeeee, 1lg

Paraformaldeio............cuuveeeiiiiiiiii e 49

OBS: Dissolver o paraformaldeido em PBS aquecido a 70° C.

PBSpH 7,2

Cloreto de SOI0..........ccceiiiiriiiiiiiiiiieieeee e 8¢

(@1 (o111 (1o [ 0 0] r= 1S7] [0 J R 0,29
Fosfato de s0dio dibasiCO............ccceeeeiiiiiiiiiiiiceeen. 29
Fosfato de potassio monobasico.............ccccccvvvvvnnnene. 0,2¢g
AGUB (Pt 1000 mL

Formol tamponado 10%
Formaldeido 40%0...........uuvvieieiiiiiieeeeeee e 10 mL
PBS IXPH 7,2 et 90 mL

Hematoxilina de Harris

HematoXiliNa.........coooviiiiii e 509
AICOOI ADSOIULO. ...t 50,0 mL
Alumem de POtASSIO........ceeveeeeeieeeeeeeee e, 100,0 g
Oxido vermehlo de Merclrio........cc.eeeeeeeveeeeeeeeeseennans 259
Agua destilada 0.5.P....cccveevveeeeeiiieeee e 1000,0 mL

Preparo: Dissolver a hematoxilina e o alimem na agua destilada a quente até a

dissolucéo total do sal. Deixar em repouso 24 horas. Misturar as duas solugdes e
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acrescentar o 6xido vermelho de mercurio. Levar ao fogo e deixar ferver por 5

minutos. Pronto para uso apos 24 horas.

8.3 COLORACOES

Hematoxilina e Eosina

- Xilol: 04 (quatro) banhos de cinco minutos cada;

- Alcool absoluto: dois banhos dois minutos cada;

- Alcool 90° GL: dois minutos;

- Alcool 80° GL: dois minutos;

- Alcool 70° GL: dois minutos;

- Agua corrente: cinco a dez minutos;

- Hematoxilina de Harris: trinta segundos a dois minutos;
- Agua corrente: dois minutos;

- Diferenciador alcool-acido: duas imersdes rapidas;
- Agua corrente: oito minutos;

- Eosina: trinta segundos a um minuto;

- Alcool 70° GL: trés imersdes;

- Alcool 80° GL: trés imersdes;

- Alcool 90° GL: trés imersdes;

- Alcool absoluto: trés imersoes;

- Xilol 1: trés mergulhos;

- Xilol 2: trés mergulhos;

- Xilol 3: trés mergulhos;

- Xilol 4: trés mergulhos;

- Montagem da lamina.

Reticulina
- Desparafinizar e
- Xilol: quatro banhos de cinco minutos cada;

- Alcool etilico absoluto: quatro banhos de dois minutos cada.
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- Lavar em agua destilada: duas imersdes rapidas;

- Imergir as laminas em solucdo permanganato de potassio 0,5% durante dois
minutos;

- Lavar em 4gua destilada: duas imersdes rapidas;

- Imergir as laminas em solucdo de acido Oxalico 5%, até retirada do permanganato
residual;

- Lavar em agua destilada duas imersdes rapidas;

- Imergir as laminas em solucéo de Alunem de ferro 5% durante dois minutos;

- Lavar em 4gua destilada: duas imersdes rapidas;

- Imergir as laminas em solu¢cdo de Gomori durante dois minutos;

- Lavar em agua destilada com duas imersdes rapidas;

- Imergir as laminas em Formol tamponado 10%, durante cinco minutos;

- Lavar em &gua corrente durante dois minutos;

- Solucao diferenciadora de cloreto de ouro 0,2% uma imerséao rapida;

- Lavar em 4gua destilada: duas imersdes rapidas;

- Tissulfato de sédio 5%: trés imersdes rapidas;

- Alcool etilico absoluto: quatro imersdes rapidas;

- Xilol: quatro imersdes rapidas;



