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RESUMO: O glifosato € um herbicida utilizado em varios tipos de culturas e € considerado
de baixa toxicidade, no entanto, os mecanismos de toxicidade das formulac¢des ainda nao
estdo bem esclarecidos. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do Trop® e do glifosato
sobre os parametros oxidativos, potencial genotéxico, funcéo renal e hepatica, em animais
submetidos ou nédo ao tratamento com vitamina E. Utilizou-se camundongos Swiss machos
albinos, divididos em nove grupos (n=8): Controle (salina); glifosato (50 e 500 mg/kg); Trop®
(50 e 500 mg/kg); Glifosato e vitamina E (20 e 200 mg/kg); Trop® e vitamina E (20 e 200
mg/kg). O tratamento foi realizado em dose Unica via oral. Apds 48 horas, 0s animais foram
sacrificados o sangue e o figado coletados. O potencial genotéxico foi avaliado pela técnica
de micronucleos, a peroxidacdo lipidica através das espécies reativas ao &acido
tiobarbiturico (TBARS); a capacidade antioxidante pela concentracdo de glutationa reduzida
(GSH) e catalase (CAT); a funcdo renal através das dosagens de uréia e creatinina e a
funcdo hepética através das dosagens da Alanina-amino-transferase (ALT) e Aspartato-
amino-transferase (AST). Os resultados mostram que ndo houve um aumento no numero
de micronucleos nos eritrécitos demonstrando assim que ndo houve danos no DNA. Os
niveis de TBARS e atividade da CAT teve aumento significativo em comparacdo aos
animais controle e reducdo da GSH. Os valores de uréia e creatinina tiveram um aumento
significativo quando os animais foram tratados com as doses de 500mg/Kg, no entanto,
estes efeitos foram revertidos quando os animais foram tratados com combinacdo de
vitamina E 200 mg/Kg. As dosagens de AST e ALT né&o evidenciaram alteragdes entre os
grupos tratados. Os resultados mostram que uma exposicdo Unica ao glifosato pode causar
dano oxidativo hepético e alteracdo na funcdo renal que pode ser revertido pela
administracdo de anti-oxidantes em particular a vitamina E.

Palavras-chave: Glifosato. Dano Oxidativo. Potencial Genotoxico.

TROLOX OF PROTECTIVE ACTION FRONT OXIDATIVE DAMAGE INDUCED BY
GLYPHOSATE AND TROP® IN ANIMAL MODEL

lll ABSTRACT: Glyphosate is an herbicide used in various types of cultures, considered
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to have low toxicity, however, the mechanisms of toxicity of the formulations are not
wellunderstood. Theaim of the study was to evaluate the effects of Glyphosate on
Trop® and oxidative parameters, potential genotoxic an drenal function in animals
submitted or not to treatment with vitamin E. Male albino Swiss mice were used divided
into nine groups (n=8). The control group (saline); Glyphosate (50 and 500mg/kg);
Trop® (50 and 500mg/kg); Glyphosate + Vitamin E (20 and 200 mg/kg); Trop® +
Vitamin E (20 and 200 mg/kg). Treatment was performed in a single oral dose, 48
hours after treatment the animals were sacrificed the blood and liver were collected.
The genotoxic potential was assessed by micronucleus technique. The evaluation of
lipid peroxidation was accomplished by determination of thiobarbituric acid reactive
species (TBARS). The antioxidant status was evaluated by concentration of reduced
glutathione (GSH) and the catalase (CAT) activity. The renal function was evaluated
through the urea and creatinine dosages. The results show that there was not increase
in the number of micronuclei in erythrocytes of the peripheral blood of animals treated
with Glyphosate or Trop® thus demonstrating that DNA damage has not occurred when
animals were treated with the herbicide. However, the oxidative parameters were
altered, the levels of TBARS and CAT activity had a significant increase compared to
control animals and significantly reduced GSH. The values of urea and creatinine were
significantly higher when animals were treated with doses of 500mg/Kg, however,
these effects were reversed when the animals were treated with combination of vitamin
E 200mg/Kg. The results show that even a single exposure to Glyphosate may cause
hepatic oxidative and renal damage which can be reversed by the administration of
antioxidants in particular vitamin E.

Keywords: Glyphosate. Oxidative damage. Genotoxic potential.

INTRODUCAO

Em um cenério mundial de crescente demanda pela producdo de alimentos e,
consequentemente de maiores areas para cultivo, o uso de mecanismos para potencializar
a atividade agricola tem se tornado cada vez mais necessario (ARANHA, 2013). O glifosato
[(N-fosfometil-glicina)] € o herbicida mais utilizado no mundo para o controle de ervas
daninhas através da inibicdo do crescimento das plantas, interferindo na producédo dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, o que provoca uma reducéo na
sintese proteica (FAUS et al., 2015; PEREIRA et al., 2014).

A Organizacao Mundial de Saude considera a exposicéo a pesticidas um problema
de saude publica. A cada ano, contaminam mais de trés milhdes de pessoas em todo o
mundo. Destes, 70% vive em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Entre o0s
problemas de saude, o envenenando pode ocorrer pelo efeito cumulativo, como em
situacdes que culminam em depressao, infertilidade, impoténcia, defeitos de nascimento,
cancer e mal de Parkinson (UBESSI et al., 2015). Estudos tém descoberto que varios
agrotoxicos possuem propriedades genotoxico ou mutagénico os quais sao fatores de risco
iniciais na inducdo cancerigena e efeitos reprodutivos em longo prazo. Os efeitos
genotoxico de poluentes podem ser monitorados usando testes in vitro e in vivo e o teste
do micronucleo (MN) que possui sensibilidade na deteccdo de danos no DNA (BAKRY;
ISMAIL; EL-ATTI, 2015).
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O Teste de Micronucleos permite avaliar de forma rapida e confiavel danos
cromossbmicos causados por perda de cromossomos inteiros ou por quebras
cromossOmicas. Esse teste tem sido largamente empregado para avaliar agcdo genotoxico
induzida por agentes quimicos ou fisicos. Primeiramente utilizado em roedores este teste
tem demonstrado aplicabilidade em outros grupos como plantas e peixes (ARANHA, 2013).
Além de respostas celulares, a acdo do glifosato também pode ser avaliada através de
analises bioquimicas para avaliacao da formacao de espécies reativas de oxigénio (EROSs).
As EROs podem causar danos aos lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos
(ARMILIATO, 2014).

O estudo das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) avalia
produtos da peroxidacéao lipidica em membrana microssomal, entre eles, o malondialdeido
(MDA). O malondialdeido é um aldeido reativo (baixa estabilidade) amplamente utilizado
como biomarcador na avaliacdo do estresse oxidativo (BASSO et al., 2013.) Os organismos
também apresentam mecanismos de defesa antioxidante que neutralizam o efeito causado
pelas EROS, onde se destaca a acdo da glutationa reduzida (GSH), um potente
antioxidante natural. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes na
defesa das células contra o estresse oxidativo e possui papel central na biotransformacao
e eliminacdo de xenobidticos. Esta molécula apresenta papel redutor em muitas reacoes,
tendo uma funcdo importante na detoxificagdo do H202, outros peroxidos e radicais livres
(ARMILIATO, 2014). Outra enzima importante é a catalase (CAT) que possui a funcdo de
transformar o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Enzimas antioxidantes como a
CAT e a acao da vitamina E neutralizam as EROS e contribuem para o sistema de defesa
antioxidante (DAVID, 2011).

Os rins e o figado sdo os principais 6rgdos excretores do organismo. Uma
sobrecarga, com acumulo de substancias nocivas pode ser responsavel por disturbios
funcionais do rim e do figado, que pode evoluir para insuficiéncia renal e hepatica (COSTA
et al., 2014).

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do Trop® e glifosato sobre o potencial
genotodxico, parametros oxidativos, funcéo hepatica e renal, em animais submetidos ou ndo
ao tratamento com vitamina E.

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS E TRATAMENTO

Utilizou-se camundongos Swiss machos albinos, divididos em nove grupos (n =8):
Controle (salina); glifosato (50 e 500 mg/kg); Trop® (50 e 500 mg/kg); Glifosato + Vitamina
E (20 e 200 mg/kg); Trop® + Vitamina E (20 e 200 mg/kg). O tratamento foi realizado em
dose unica via oral. Apos 48 horas, os animais foram eutanasiados e o sangue e figado
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foram coletados.

ANALISES DO POTENCIAL GENOTOXICO

O potencial genotoxico foi avaliado através da técnica de micronucleos conforme
descrito por Schmid (1975). Para cada animal foram analisados 2000 eritrocitos
policromaticos (PCEs) e 2000 eritrocitos normocromaticos (NCES) e o resultado expresso
em total de células contendo micronucleos. As laminas foram analisadas utilizando-se
microscopio de luz visivel, em objetiva de imersédo de 120X e ocular de 10X, aumento final
de 1200X. A identificacdo entre policromatica e normocromatica baseia-se na diferenca da
coloracdo de cada um, sendo que os policromaticos sdo células com coloracdo roxa e 0s
normocromaticos com coloracdo rosa. Essa diferenca nas coloracdes dos eritrocitos é
devido a quantidade de RNAs presentes em seu citoplasma.

ANALISES BIOQUIMICAS

Avaliagcdo dos Parametros Oxidativo

O tecido hepatico foi retirado para avaliacdo dos parametros oxidativos, TBARS
(Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico), GSH (Glutationa Reduzida) e CAT
(Catalase).

Avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada através da determinacdo das
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Este método avalia o dano celular, o
meétodo utilizado foi descrito por Bird e Draper (1984), baseia-se na oxidacao provocada por
espécies reativas de oxigénio em biomoléculas tais como lipidios, carboidratos, acidos
nucléicos, levando a formacao de substancias que reagem com o acido tiobarbitarico (TBA).
O nivel da lipoperoxidacéo € indicado pela formacdo de malondialdeido (MDA) e outras
substancias que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS). A absorbéancia foi monitorada a
535nm. A concentracdo de TBARS na amostra foi calculada a partir da curva analitica de
malondialdeido e os resultados foram expressos como pumol de MDA/mg de proteina.

Avaliacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi realizada pelo método
de Tietze (1969). Grupamentos sulfidrilas da GSH interagem com DTNB ((acido 5.5'-ditiobis
(acido 2-nitrobenzoico)), obtendo-se o GSTNB (forma oxidada da GSH), ha liberacéo
deTNB (acido 5-tio-2-nitrobenzdico). Sendo assim, a intensidade de cor produzida pelo TNB
€ diretamente proporcional a atividade da glutationa redutase sobre a GSTNB e dos niveis
de GSH intracelular. Aabsorvanciafoi monitoradaa 412 nm. Os resultados foram expressos
em mM/mg proteina.

Atividade da enzima antioxidante Catalase foi avaliada pelo método descrito por
Aebi (1984), que quantifica a velocidade de decomposi¢édo do peroxido de hidrogénio (10
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mM) em 240nm, pela enzima presente nas amostras. Os resultados foram expressos em
mol H202/min/mg de proteina.

Anéalise da Ureia e Creatinina

A ureia é hidrolisada pela urease, gerando amoénia e didxido de carbono. A aménia
reage com o 2-alfa-cetoglutarato e NADH em uma reacdo catalisada pela glutamato
desidrogenase (GLDH), ocorrendo oxidacdo da NADH a NAD. A consequente reducdo da
absorbancia, medida em 340 ou 365 nm, é proporcional a concentracdo de ureia na
amostra. A creatinina presente ha amostra reage com o picrato em meio alcalino originando
um complexo colorido. Mede-se a velocidade da formacao do complexo em periodos curtos
iniciais, evitando-se assim a interferéncia de outros compostos. As concentracdes dos
parametros bioquimicos da ureia e creatinina foram determinadas em equipamento
automatizado (A25 — Biosystems, Spain).

Anélise de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)

A ALT catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o alfa-cetoglutarato,
com formacdo de glutamato e piruvato. Este é reduzido a lactato por acdo lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coezima NADH é oxidada a NAD*. A consequente
reducdo da absorbancia em 340 ou 365nm, monitorizada espectofotometricamente é
diretamente proporcional a atividade da enzima na amostra. A AST catalisa a transferéncia
de grupos amina do aspartato para os cetoglutaranato, com formacéo de glutamato e
oxalacetato. Este € reduzido a malato desidrogenase (MDH) enquanto que a coenzima
NADH é oxidada a NAD*. A consequente reducdo da absorbancia em 340 ou 365nm,
monitorizada espectofotometricamente é diretamente proporcional a atividade da enzima
na amostra (GAW et al., 2001). As concentracfes dos parametros bioquimicos da ALT e

AST foram determinadas em equipamento automatizado (A25 — Biosystems, Spain).

ANALISES ESTATISTICAS

As diferencas entre os grupos foram determinadas utilizando a andlise de variancia
de uma via ANOVA, GraphPadPrism 5, seguida do teste post Bonferroni. Diferencas
significativas foram indicadas por valores de p < 0.05.

RESULTADOS

O aumento da ocorréncia de poluicdo no meio ambiente devido a atividade humana
aumentou o foco de estudo em relacéo aos efeitos toxicos dos poluentes ambientais. Para
a avaliagdo da frequéncia de células micronucleadas foram considerados apenas eritrocitos
integros com forma arredondada e citoplasma intacto. Foram consideradas como
micronucleos as estruturas intracitoplasmaticas com forma arredondada que se
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apresentaram no mesmo plano da célula, sem refringéncia e com tamanho de 1/20 a 1/5
do tamanho do nucleo do leucécito.

Tabela 1: Relacéo células policromaticas (PCE) X normocromaticas (MCE) e presenca de micronucleos (MN)
no sangue periférico de camundongos tratados com glifosato (G) e Trop® (T) isolados ou associados a
Vitamina E. Os valores sao expressos como a média + o desvio padrao da média. Namero de animais por
grupo = 8.

Tratamento (mg/Kg™) PCE % MCE % MN % PCE/MCE
Controle 89+ 4 7+2 4+0,6 172+4,4
G50 93+6 4+1 30,7 18,9+4,0
G500 95+ 3 3x1 2+0,56 155+2,0
G + T (50:20) 81+6 4+2 3+1 129+25
G + T(50:200) 96 + 3 2+1 3+04 15,9419

G (500:20) 79+5 16+4 5+0,97 215+7,8
G (500:200) 817 12+5 4+0,3 17,2+45
T50 908 8+2 4+0,66 16,6 + 2,0
T500 86+5 12+3 4+0,67 13,0+1,7
T + E (50:20) 73+6 18+3 4+0,74 126+14
T + E (50:200) 79+8 13+5 4+0,70 152+2,2
T + E (500:20) 83+4 14+6 3+0,70 18,1+ 3,7
T + E (500:200) 87+3 9+3 4+0,86 148+24

Os resultados distribuidos na tabela 1 mostram que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos tratados com o glifosato e o Trop®, e ndo houve diferenca
significativa entre os grupos tratados com o herbicida e os grupos que juntamente com o
herbicida foram tratados com a Vitamina E. Assim, o teste do microndcleo ndo apresentou
danos no DNA comparado com camundongos tratados com o herbicida e Vitamina E como
seu antioxidante.

Na figura 1 estéo distribuidos os resultados dos parametros oxidativos, substancias
reativas ao acido tiobarbitarico, glutationa reduzida e catalase. De acordo com o0s
resultados, o herbicida Trop® e o principio ativo glifosato isolado afetaram o metabolismo
hepatico, causando alteragcdo nos parametros oxidativos, com aumento nos niveis de
TBARS, diminuicdo da GSH e da enzima catalase, sendo que a associa¢ao da Vitamina E,
promoveu melhoria dos indices de hepatotoxicidade e peroxidacéo lipidica.

Nos resultados obtidos para analise da lipoperoxidacdo em biomoléculas pelo
meétodo de TBARS, nossos resultados (figura 1), indicam que a vitamina E forneceu
protecao na lipoperoxidacéo induzida pelo glifosato 50mg, Trop®50mg e Trop® 500mg, visto
gue estes grupos mais a Vitamina E apresentaram menores valores de TBARS, com
excecao aos grupos tratados com glifosato 500mg + Vitamina E 20 e 200mg.

Com relacéo a glutationa, nossos resultados demonstram que o glifosato (principio
ativo) apresentou teor de GSH mais baixo que o herbicida Trop®, apresentando maior
toxicidade. A vitamina E apresentou-se efetiva em associacado com o glifosato (50 e 500mg
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+ Vitamina E 20 e 200mg) ou Trop® (50 e 500mg + Vitamina E 200mg), aumentando o nivel
da glutationa, que € considerado benéfico para combater o estresse ambiental, protegendo
as células do estresse continuo, ou posterior mais grave (MAHER, 2005; BALLESTEROS

et al., 2009).

De acordo com a figura 1, percebemos que o herbicida Trop® e glifosato geraram
maior quantidade de CAT, GSH, TBAS, mostrando que a associa¢do do Trop® com a
vitamina E aumentou o valor de Catalase, ocasionando maior protecdo ao organismo.

Figura 1. Parametros oxidativos hepaticos em ratos Wistar machos submetidos ao tratamento com Glifosato
ou Trop associado ou néo a vitamina E. Diferencga significativa (p < 0.05) quando comparado com: Controle
(a). Glifosato 50 mg/Kg (b). Glifosato 500 mg/Kg (c). Trop® 50 mg/Kg (d). Trop® 500 mg/Kg (e). TBARS:

Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (umol/mg proteina) (A).GSH: Glutationa Reduzida (mM/mg de
proteina) (B). CAT: Catalase (mol H202/min/mg proteina) (C). Os valores sdo expressos como a média +
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A

B
36004
: - i
f!?‘ 30004
g ¥ 601 ; :
2600 : B l
; xT 1 & + . 340' i 5
g 2000+ = €L
'E . = 304 t
‘. -
16004 T
& T 20
g 1000 % .
i N D I]
0 - d L) 0 - - - - L
o° «P‘_P B DS P DS DS S° @@0 WD D AP PP DS AP
& 20 o a0" g OF gr S ) \OF gr a8t b & T Gt U A g A A
Fad 40,3 0,87 VATLE, O Fa P A0S @ VATLE ST S
Q’(,\\\‘P"P- Q‘Q‘ "Q-@.oﬁ- - C"(,\\\‘?@- ‘90'“- ‘9"9-1 Q- -
S O‘P O R R e 230 2 o ‘\*Q°Q N R
«f \o‘.’b\o‘.‘b & PO & o,;b\ d‘po“’l" PRSTUMN
N e
Tratamentos Tratamentos
+
=807 t l
< +
= -
2 {3z
S 50
a P 3 x
: 3
E 1 ¢ 1
E’ 404 .I.
= g
£ 304 = = -
(o]
o~
T
S 204
£
-
<
O 104
o_ —J et e bed d — e
T T L} T L T T T T T T T T
& o@@g +,\9 N +,19 '»@ S +,‘9 @Q-;LQ S
& 20 07 a0 gt A% R R AT G O
PP P L 4L, 3 VUL 4L S
T N e NP AN ALK
0\ .\gO ¥ 5 %* o %% W ok
[N IS S S
o R (QQ Q o o (,,Q
fb\ o o O L R
&P B > O AL O%UECT R
& 2 Z P AF AL
N 0
& N
Tratamentos

RIES, ISSN 2238-832X, Cagador, v.8, n° 1, p. 56-70, 2019.



~ 063 ~

Tabela 2: Avaliacdo da Alanina-amino-transferase (ALT), Aspartato-amino-transferase (AST), Ureia e
creatinina em camundongos tratados com glifosato ou Trop®, isolados ou associados a Vitamina E. Os
valores sdo expressos como a média + desvio padrdo. Nimero de animais por grupo (n=8).

Tratamento (mg/Kg™) Avaliacdo Hepatica Avaliacéo Renal
ALT AST Ureia Creatinina

Controle 58 £ 0,81 46 + 2,39 60,6 + 0,76 0,51+ 0,012
G 50 56 £ 0,56 45+ 1,59 58 £ 0,68 0,52 + 0,007
G 500 57 £1,67 44 + 0,97 63 £ 0,23* 0,56 + 0,008*
G + T (50:20) 52 £ 0,44 46 £ 0,91 59 £ 1,69 0,52 + 0,010
G + T(50:200) 55 £ 0,50 45 + 0,67 58 £ 0,86 0,52 + 0,009
G (500:20) 56 +1.57 43 +1.43 57 £ 0.96** 0,54 + 0,007
G (500:200) 56 + 0,86 44 + 1,49 57 £ 0,66** 0,52 + 0,010
T50 58 £ 0,76 45 + 0,68 66 + 0,59*2 0,54 + 0,008
T500 59 + 0,67 48 + 0,66 68 + 0,49* 0,58 + 0,014*
T + E (50:20) 55+1,22 45+ 1,16 56 + 1,24** 0,53+ 0,011
T + E (50:200) 54 + 2,38 45 + 0,92 58 £ 1,28* 0,52 +0,014
T + E (500:20) 56 £ 1,53 45+ 1,32 60 £ 0,67** 0,56 + 0,010
T + E (500:200) 60 +1,43 46 + 0,58 56 + 1,04* 0,56 + 0,006

* diferenca significativa em relacéo ao controle p< 0.05
*+diferenca significativa em relagéo aos respectivos grupos sem trolox
adiferenca significativa em relag&o ao tratamento com Glifosato

Na tabela 2 estéo distribuidos os resultados dos parametros hepaticos e renais. As
alteracdes hepaticas foram avaliadas pelas dosagens das enzimas séricas alanina-amino-
transferase (ALT) e aspartato-amino-transferase (AST). As dosagens séricas de AST e ALT
nao evidenciaram alteragdes entre 0s grupos tratados.

As dosagens séricas de ureia e creatinina demonstraram diferencas significativas
em relacdo ao controle no grupo tratado (p< 0.05). Os valores de ureia e creatinina foram
significativamente maiores quando os animais foram tratados com doses de 500mg/Kg, no
entanto, estes efeitos foram revertidos quando os animais foram tratados com a
combinacao de vitamina E 200 mg/kg (Tabela 2). A creatinina é um indicador mais sensivel
para avaliar do dano renal, e assim acredita-se que o herbicida causou lesfes renais
detectaveis por esse método.

DISCUSSAO

A integridade do DNA é de extrema importancia para a manutencdo das funcdes
celulares normais e a perda da estabilidade gendmica esta relacionada com diversos
processos patoldgicos, principalmente relacionados com o processo da carcinogénese. O
ensaio do micronucleo tem sido amplamente usado para medir genotoxicidade in vitro e in
vivo. O teste in vivo € especialmente relevante porque permite obter maiores informacoes
sobre as condi¢cbes experimentais, tais como o metabolismo, a farmacocinética e os
processos de reparo do DNA. E utilizado primeiro para avaliar a habilidade da substancia
teste para induzir danos cromossdmicos estruturais ou numéricos, ambos associados com
0 aparecimento e/ou progressao de tumores (KRISHNA; HAYASHI, 2000).

Segundo Carvalho et al. (2004), o aumento da frequéncia de microndcleos é
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indicativo de elevacao das taxas de mutacdes, o que esta relacionado ao desenvolvimento
de carcinomas.

As substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) sdo um dos principais
marcadores biologicos do estresse oxidativo em membranas celulares (DRAPER,;
HADLEY, 1990).

Os radicais Oz sao produtos da reducao, o H202 e, principalmente o radical OH, sé&o
alguns dos responsaveis pela leséo celular, promovendo a peroxidacao lipidica, com lesao
das mitocondrias, lisossomos e da propria membrana celular, levando a morte das células.
No rim, tais alteracdes sdo responsaveis por um aumento da permeabilidade tubular com
perda das funcdes de transporte, bem como reducao da fosforilagcdo oxidativa mitocondrial
e liberacdo inapropriada de enzimas liticas lisossémicas, que acelerariam o processo de
degradac&o celular, com consequente diminuicdo da funcéo renal (PERCARIO, 2010).

Jasper et al. (2012), em estudos feitos com Roundup® 50 e 500 mg/Kg em
camundongos do tipo swiss, apresentaram lesdes hepaticas relacionadas ao estresse
oxidativo e a lipoperoxidacao induzida pelo glifosato, com aumento significativo do TBARS.
Controle (94 nM/qg), glifosato 50 mg/Kg (180 nM/g) e glifosato 500 mg/Kg (303 nM/g).
Segundo Langiano e Martinez (2008) em estudos realizados com espécies de peixes
(Piaractus brachypomus e Prochilodus lineatus), o glifosato provocou varias alteracdes
hepaticas, e processos degenerativos e a atividade hepéatica da enzima catalase em peixes
Prochilodus lineatus aumentou significativamente no grupo exposto a 10 ppm de Roundup®
durante 24 horas.

A catalase evita o acumulo de metahemoglobina e decompde perdxido de
hidrogénio (espécie reativa de oxigénio (ROS) que causa estresse oxidativo), em agua e
oxigénio molecular (GAETANI et al., 1989). Quando o organismo estiver passando por
algum tipo de estresse oxidativo, a tendéncia da enzima catalase é aumentar, para tentar
neutralizar as EROs.

Em trabalhos anteriores relacionados com as diferentes formulacbes a base de
glifosato, demonstraram que o glifosato pode ocasionar danos oxidativos no figado, com
aumento da atividade de enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx), Glutationa
redutase (GR), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), aumento da lipoperoxidacéo, e reducéo dos niveis de GSH. Porém estes estudos
utilizaram organismos aquaticos, que séo sensiveis ao herbicida (MODESTO; MARTINEZ,
2010b; ORTIZ-ORDONEZ et al., 2011).

Cavusoglu et al. (2011), administrou uma Unica dose intraperitoneal (50 mg/kg de
peso corporal) de glifosato - Roundup® em camundongos albinos Swiss. Apés 15 dias, os
camundongos apresentaram dano hepatico significativo, relacionados com niveis alterados
de glutationa e aumento da lipoperoxidacao.

Poucos estudos foram realizados em mamiferos. De acordo com Cox (1998) a dose
letal (DL50) do glifosato Roundup® por via oral em ratos é superior a 4.320 miligramas por
quilograma (mg/kg) de peso corporal. Em coelhos sua toxicidade cutanea aguda (DL50) é
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maior do que 2.000 mg/kg de peso corporal, também causa irritacdo na pele e olhos dos
mesmos, classificando o glifosato como toxicidade de Categoria Ill. Se o glifosato for
administrado por via intraperitoneal o glifosato sera 10 e 20 vezes mais toxico para 0s ratos
(DL50 de192-467 mg/kg). Em cées que receberam o glifosato por via intravenosa ocorreu
depressao cardiaca.

De acordo com Gehin et al. (2006), em estudos feitos em queratinécitos humanos
(HaCaT) com Roundup 3 plus® e glifosato isolado, ocorreu alteracdes significativas na
capacidade antioxidante celular com alteracbes enzimaticas na catalase, glutationa
peroxidase e superoxido dismutase, também houve aumento da peroxidacao lipidica,
porém com a suplementacdo de N-acetil-L-cisteina, Vitamina C ou Vitamina E, ocorreu
aumento das defesas antioxidantes e reducédo da peroxidacao lipidica. Cavusoglu et al.
(2011) demonstraram que o extrato de folhas de Ginkgo biloba L. (150mg/kg de peso
corporal), diminuiu a hepatotoxidade e peroxidacao lipidica induzida pelo glifosato (50mg/kg
de peso corporal). O &cido lipéico também foi efetivo, apresentando excelentes
propriedades antioxidantes, em estado proé-inflamatério induzido pela contaminacdo com
pesticida, bloqueando a ativacdo da morte celular programada, restaurando as regides do
cérebro que tiveram os niveis de glutationa e a-tocoferol diminuidos pelo pesticida (ASTIZ
et al., 2012).

Assim, como demonstrado por Glusczak et al. (2007) e Modesto e Martinez (2010)
o glifosato pode provocar estresse oxidativo, sobretudo em células de cérebro, musculo e
figado de peixes. Nestes 6rgdos também foram observadas alteracBes nos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), apds a exposicdo por 96 h nas
concentracfes de 0.2 ou 0.4mg/L de glifosato. Os niveis elevados de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico induzidos por contaminantes aquaticos, tais como herbicidas também
tém sido observados em estudos realizados por LI et al., 2003 e UNER et al., 2005.

De acordo com Cattani (2013) em seus estudos sobre alteracées bioquimicas no
hipocampo de ratos imaturos pela exposicdo aguda e crbénica ao glifosato Roundap®,
resultou em aumento dos niveis de TBARS em compara¢édo ao grupo controle indicando
fortemente a inducéo de estresse oxidativo pelo herbicida, com diminuicdo da GSH.

Além dos efeitos agudos provocados pelo glifosato, podem ocorrer efeitos crénicos,
alteracdes genéticas dos fetos em ratas gravidas, morte da rata, perda de peso, entre outros
(AMARANTE Jr et al., 2002). Também pode provocar diminui¢do da libido, no volume de
ejaculacdo, concentracdo de espermatozoides, concentracdo de frutose no sémen. De
acordo com Beuret et al. (2005), a exposicdo oral a solucado de glifosato 1% ocasionou
sobrecarga dos sistemas de defesa antioxidante maternos e fetais, aumento nos indices de
TBARS, e aumento da enzima GPx na analise do figado dos fetos.

A vitamina E esta sendo considerada o mais potente antioxidante no organismo,
ocasionando o retardamento do envelhecimento precoce, estando associada a prevencao
de doencas cronicas e protegendo o DNA contra os possiveis danos. A deficiéncia da
vitamina E em ratos ocasionou infertilidade, em coelhos distrofia muscular e em frangos
encéfalo malacia cerebral, a sua deficiéncia também pode ocasionar as doencas crbnicas

RIES, ISSN 2238-832X, Cacador, v.8, n° 1, p. 56-70, 2019.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668905002024

~ 66 ~

(PENTEADO, 2003).

O método rotineiramente usado para avaliar a funcdo renal € a mensuracédo da
concentracdo plasmatica de substancias normalmente excretadas pelos rins. A avaliacao
dos niveis de ureia e creatinina so os testes mais comumente utilizados na rotina médica
veterinaria. Segundo Romano (2007), em seu estudo utilizando ratos Wistar, o herbicida
Roundup® causou comprometimento da fungédo renal e alteracdes patoldgicas nesse 6érgéo.

Faria (2013), estudou49 trabalhadores expostos aos agrotoxicos do municipio de
Divinopolis com média de idade de 42 anos, sendo todos do sexo masculino. Mais de 61%
dos trabalhadores utilizavam EPI completo e mais da metade (54%) informou que faz uso
do glifosato. Foi encontrado aumento da creatinina sérica em 76.6% e 8.2% de ureia nos
trabalhadores pesquisados. A biomonitorizacdo de efeito para a avaliacdo da exposicao
ocupacional a agrotéxicos é complexa sendo limitado o estabelecimento do nexo causal
entre as alteracfes de parametros laboratoriais e a exposi¢cédo ocupacional aos agrotoxicos.
A avaliacdo periodica da funcdo medular, hepatica e renal deve ser incentivada para
prevenir danos a saude em decorréncia da exposicao a esses compostos.

Segundo Salbego et al. (2014), as alteracdes metabdlicas também podem intervir
no processo de crescimento. O autor atribuiu a reducdo no crescimento das piavas
(Leporinus obtusidens) exposta ao glifosato a varios fatores: menor exploracao do nutriente
disponivel, reducéo do oxigénio nos tecidos confirmou por resposta fermentativa no figado
e musculo. Estas alteracdes sugerem que, para a manutencdo do peixe em agua
contaminada com glifosato, uma grande demanda de energia € necessaria. Os resultados
obtidos permitem concluir que baixo crescimento observado em piavas expostas ao
glifosato pode estar relacionado a mudanca na atividade de enzimas digestivas. A atividade
das enzimas digestivas em todas as partes do trato gastrointestinal aumentou
significativamente em piavas expostos a ambas as concentracfes de glifosato. A exposicao
a longo prazo (90 dias) ao glifosato 1.0 ou 5.0 mg L-1 ndo afetou o consumo de ra¢do, mas
reduziu o crescimento e ocasionou alteracdo hematologica

Para Benedetti et al. (2004) a exposicao oral de ratos Wistar machos ao glifosato-
Biocarb® por um periodo de 75 dias ocorreu o aumento dos niveis de enzimas hepéticas
ALT e AST e com aumento de tecido conjuntivo e a deposicdo de colageno no figado,
ocasionando dano hepatico significativo. Em contradigdo com Larsen et al. (2012), que em
suas analises feitas com ratos Wistar expostos durante 30 ou 90 dias com baixos niveis de
exposicao ao herbicida, ndo houve alteracdes no figado, rins, nem no intestino delgado, e
a quantidade de TBARS apo0s o tratamento com o herbicida foi semelhante ou menor do
gue os resultados obtidos para o grupo controle.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que o herbicida Trop® e o principio ativo glifosato
isolado, em uma Unica dose, ndo causaram danos ao DNA, no entanto, sdo capazes de
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alterar os parametros oxidativos, com aumento nos niveis de TBARS, diminuicdo da GSH
e da enzima catalase, sendo que a associacao da Vitamina E causa uma melhora nesses
parametros. A funcéo hepatica ndo apresentou alteracéo significativa ao contrario da funcéo
renal apresentou alteracdo da creatinina. Com relacdo ao mecanismo de toxicidade das
formulacdes de glifosato, estes ainda ndo foram completamente elucidados, por isso,
necessitam de pesquisas continuas para que a toxicidade em mamiferos seja
completamente esclarecida. Sugerimos para proximos testes, ndo um tratamento agudo e
sim um tratamento crénico e também a utilizacdo de novas concentracdes de antioxidantes
para que se prossigam estudos nesse assunto tao importante.
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