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RESUMO

Introdugdo: O glifosato (N-fosfonometil-glicina) é um herbicida ndo seletivo, sistémico, amplamente utilizado nas
lavouras. Sua ampla utilizagdo visa majorar a produtividade tornando o processo mais rentdvel. A exposicao a
herbicida causa danos a flora a fauna e pode ser um possivel agente nocivo ao epitélio hepatico e causar alteragoes
patoldgicas. Modelo do estudo: Estudo do tipo experimental. Objetivo: analisar os efeitos da exposi¢do cronica oral
e inalatdria ao em diferentes concentragGes ao herbicida glifosato sobre o tecido hepdtico de ratos, utilizando
processamento digital de imagens. Foram utilizados para a pesquisa 112 ratos Wistar distribuidos em 2 grupos de
exposicdo (inalatdria e oral) com 14 ratos em cada gaiola. O grupo de exposi¢ao inalatéria recebeu nebulizagdo diaria,
enquanto o grupo de exposi¢ao oral recebeu alimentagdo nebulizada com o glifosato. Em ambos os grupos, usamos
trés concentragdes do herbicida caracterizadas com concentragOes altas, médias e baixas. Apds 180 dias de
experimento os animais foram eutanasiados. Foram feitas imagens de microscopio, os nucleos hepaticos
selecionados e delimitados, foi criado um banco de dados que possibilitou a analise do processamento digital de 200
mil hepatdcitos. Resultados: Observou se que tanto as vias de exposi¢cdo quanto as dosagens exercem alteragGes
preponderantes, sugestivas de danos hepaticos com valor de (p<0,05. Conclusdo: A exposicdo ao glifosato de maneira
cronica inalatdria apresenta alto potencial nocivo as células hepaticas.

Palavras-chave: Agroquimicos; Glifosato, Toxicidade; Figado; Hepatdcito, Modelos animais

1 INTRODUGCAO

O glifosato configura hoje o herbicida mais utilizado no Brasil e nomundo, e o aumento
do seuconsumo ja estd bem abalizado, sobretudo em paises da América do Norte, da América
do Sul, Europa e Asia. O mercado dos herbicidas apresentase como um importante agregador
financeiro chegando agerar cercade US$ 17 bilhdes anualmente, com tendéncia ao crescimento
exponencial (GIANESSI, 2013; BRASIL, 2018). O glifosato é um potente herbicida que atua no
mecanismo de inibicdo da sintese de aminodcidos capaz de extirpar as ervas daninhas (SILVA;
SOARES; MELO, 2023). De acordo com estimativas mais recentes, os herbicidas representam
quase USS 24 bilhdes em valor de comércio (BRASIL, 2023; MARTINS-GOMES et al., 2022).

O processo de aplicagdo dos agrotdxicos ocorre de diversas formas, podem ser
pulverizados por meio de aplicacdo manual, tratores e avides sobre as plantag¢des, todavia nesse
processo além de atingirem o alvo desejado, é alastrado no meio ambiente e podem contaminar
o solo, lagos, manancial o ar e os alimentos, além de atingir de maneira direta os trabalhadores,
moradores e animais que vivem ao entorno dessas areas pulverizadas (LOPES; ALBUQUERQUE,
2018; SOARES al., 2021).

Estudos anteriores corroboram com achados demonstrando o auto potencial toxico
do glifosato, tanto para humanos quanto para os animais. Em humanos foiobservado que pode
sernocivo, apresentando efeitos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, neuroenddcrinos,
dificuldades respiratdrias, problemas de memodria e de pele, depressdo, entre outros
(KWIATKOWSKA; JAROSIEWICZ; BUKOWSKA, 2013; BAEK et al., 2021). Ja em animais, estudos
mostraram que peixes sofrem altera¢cbes espermatogonia, reduzindo a fecundidade, na
populacdo de abelhas causa alteracdes comportamentais e alteracdes na microbiota intestinal
deixando as mais suscetiveis a doencas e morte (ANTUNES etal., 2023; SANTOS etal., 2011).

Apesar do fato de que a pesquisa brasileira em relagdo ao impacto do uso de
agrotdxicos sobre a sallde humanatenha crescido nos ultimos anos, ainda nao é suficiente para
conhecer a extensdo da carga quimica de exposicdo ocupacional e a dimensdo dos danos a
saude. Umdos problemas apontados é a falta de informacgGes sobre o consumo de agrotdxicos
e a insuficiéncia dos dados sobre intoxicagdes por estes produtos (TOSETTO; ANDRIOL;
CHRISTOFFOLI, 2021; FIGUEIREDO; TRAPE; ALONZO, 2011).
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No presente estudo foram analisadas as alteracdes morfoldgicas em figado de ratos
qgue foram submetidos cronicamente ao glifosato, sob a forma oral e inalatéria em diferentes
concentragdes do agente quimico, utilizando-se do processamento digital de imagens como
ferramenta de mensuracao quantitativa. Além disso, foram avaliadas as respectivas alteracées
de acordo com a concentra¢do e sua respectiva via de exposicdo, estabelecendo vias de
comparacdo da exposicdo humanaao glifosato. Pelo que sabemos, este estudo é inovador, pois
é o Unico que avalia uma quantidade tdo grande de células hepaticas apds a exposicdo ao
glifosato.

2 METODOS
2.1 Aspectos de natureza ética

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no uso de Animais da Universidade do
Oeste Paulista para ser realizado de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio do Instituto Nacional de Saude (USA). Todo o material bioldgico usado na
elaboragdo do presente estudo encontra se armazenado no laboratério da universidade,
proveniente de um outro estudado ja aprovado e realizado, intitulado ‘COMPARACAO
MORFOLOGICA PULMONAR DE RATOS EXPOSTOS CRONICAMENTE POR VIA INALATORIAE ORAL
AOSHERBICIDAS GLIFOSATO E ACIDO 2,4 DICLOROFENOXIACETICO”, aprovadoem 13/11/2019
sob protocolo 5684, de responsabilidade da Dra. Renata Calciolari Rossi.

2.2 Protocolo de exposigao ao herbicidaglifosato

O protocolo de experimentacdo contou com duas caixas (32 x 24 x 32 cm), cada uma
ligada a um nebulizador ultrassénico da marca Pulmosonic Star®, o qual foi administrada as
seguintes concentragdes diluidas em 10 ml de cloreto de sddio.

e Grupo controle: Solu¢gdo compostaapenas por 10 ml de Cloreto de sédio;

e Grupo baixa concentragdo: Solugdo compostapor 3,71 x10-3 gramas de ingrediente ativo por
hectare, diluidos em Cloreto de sodio;

e Grupo media concentracdo: Solugdo composta por 6,19 x 103 gramas de ingrediente ativo
por hectare, diluidos em Cloreto de sédio;

e Grupo alta concentragdo: Solucdo compostapor 9,28 x 103 gramas de ingrediente ativo por
hectare, diluidos em Cloreto de sddio.

O tempo de exposi¢do foi de aproximadamente 15 minutos, para que toda a solugdo
fosse nebulizada. Os animais que foram expostos por via inalatéria foram nebulizados
diariamente. A ragdo dos animais expostos por via oral foi trocada a cada dois dias, sendo a
nebulizacdo da racdo realizada 24 horas antes de ser ofertada aos animais. Todos os animais
foram submetidos a 180 dias de experimento.

2.3 Coleta dos materias

Depois de realizado o protocolo de experimentagdo, os animais foram eutanasiados
utilizando-sede tiopental sédico (30 mg/kg do peso corporal) por via intraperitoneal. Apds esta
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etapa, procedeu-se a retirada do figado destes animais e posteriormente o processamento e
confeccdo dos blocos em parafina.

2.4 Andlise histoldgica

Foram realizados cortes de 5um das amostras de figado, foram corados com
Hematoxilina e Eosina para posterior selecdo das areas hepaticas mais apropriadas para
avaliagdo morfoldgica. Foram incluidos no estudo laminas de figado com preservacao da
arquitetura histolégica. O protocolo datécnica de Hematoxilina e Eosina consiste primeiramente
em desparafinizar, alcoolizar (alcool absoluto) e hidratar. Em seguida a este procedimento
mergulha-se em Hematoxilina de Harris por 5 minutos e lava-se em agua corrente, apds isso
mergulha-se a lamina no diferenciador por 4 segundos (alcool acido cloridrico) e lava-se
rapidamente em dgua corrente. Subsequenteaestafase, ofragmento é mergulhadoem Eosina
por 5 minutos, seguido por alcool absoluto, para posterior montagem em meio sintético com
entelan. Foi utilizado o software Image-Pro Plus® (Versdo 7.0, Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA) para quantificar as células hepaticas, em toda extensdo do corte do tecido do figado
dos ratos.

Para cada imagem, a contagem de hepatdcitos integros e lesados foi realizada de
forma automatica utilizando uma metodologia com base em técnicas de processamento digital
de imagens. Para isso, inicialmente, foi realizado um pré-processamento nas imagens para a
segmentacdo de cada hepatdcito; a sequéncia, e os hepatdcitos segmentados foram
classificados como integros ou lesados, seguindo algumas métricas obtidas dos hepatdcitos das
imagens e alguns parametros definidos empiricamente:

e Area do hepatdcito (contagem dos pixels interiores da regidio do hepatdcito segmentado)
calculada utilizando o algoritmo de preenchimento de regido (MARQUES FILHO; NETO, 1999).

¢ Pontosde contorno do hepatdcito (perimetro) usando o algoritmo Border Following ( SUZUKI
etal., 1985).

e Retangulo envolvendo o hepatdcito a partir dos planos cartesianos;

e Retdngulo minimo envolvendo o hepatécito segmentado (possivelmente rotacionado)
utilizando os pontos de contorno obtidos pelo algoritmo Border Following (SUZUKI et al., 1985).

Como uso do processamentode imagem foi possivel dar maior robustez a quantidade
de células estudadas; foram avaliadas 25 mil células hepaticas de cadagrupo, perfazendo o total
de 200 mil células avaliadas.

As classificagdes dos hepatdcitos como integros ou lesados foram realizadas seguindo
algumas regras e alguns parametros minimos e maximos atribuidos empiricamente as métricas
definidas e obtidas dos hepatécitos segmentados das imagens. Foi definido que todos os
hepatdcitos encontrados nas bordas das imagens, ou menores do que um tamanho minimo de
43x43, ou com drea menorque uma drea minima de 725, ou perimetro menor que um perimetro
minimo de 175, ou largura menor do que uma largura minima de 37 seriam excluidos da
classificacdo.

Apds aconfecgdo das laminas, foram capturadas imagens em microscépio com cdmera
acoplada (Leica ICC50 HD) para analisa-las morfometricamente. Foi utilizado o software Image-
Pro Plus® (Versdo 7.0, Media Cybernetics). Paraa andlise dos resultados foicriado um banco de
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dados eletronico (Excel®).
3 RESULTADOS

O periodo de exposicdo ao glifosato apresentou alteragdes no epitélio hepatico dos
animais expostos por via inalatéria, os animais cuja exposicdo procedeu por via oral, ndo
apresentaram altera¢cdes quando comparados ao grupo inalatério. Os resultados da ANOVA de
dois fatores evidenciam que a Via de Administracdo (Oral e Inalatéria) apresentaram uma
diferenca significativa (p<0,05) conforme exposto nafigura 1.

Figura 1 —Comparagdo entre os grupos de exposi¢ao e as concentragdes do herbicida.
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Legenda: Letras mailscula comparagdo entre grupos (Inalatério e Oral). Letras mintsculas comparagdo entre as doses
(GC=Grupo Controle; GB=Grupo Baixa Concentracdo; GM=Grupo Média Concentragdo; GA=Grupo Alta
Concentragdo.) Letras diferentes apresentam diferenga estatistica (p<0,05). Fonte: Autores, 2024.

Outro achado preponderante foi encontrado o grupo de exposicdo inalatdria, o qual
demonstrou alteragdes no grupo de média concentracdo inalatdria, este grupo destacou se
entre todos, com maior nimero de células alteradas com redug¢do dotamanho do nucleo, a via
de administracdo e a dose apresentaram efetividade em causar efeitos nocivos. Os resultados
obtidos através do ANOVA de dois fatores abalizam este achado com evidencia de valor de p
<0,05. Ratificando que a interagdo entre a via de administracdo e a dose também mostra um
efeito expressivo.

A andlise de comparag6es multiplas (Bonferroni), a média do grupo GM da via de
administragdo inalatéria foi maior em comparagdo com os outros grupos. Este grupo também
apresentou maior média em comparacdao com a via de administracdo oral. Ja quando
observamos o grupo GA da via de administracdo inalatdria foi menor em comparag¢do com os
outros grupos destamesmavia. Isso poderiater levado ao resultado de interacdo.
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Ainteracdo significativa entre Dose e Via de administracdo indica que o efeito da Dose
nos resultados variadependendo da Via de administracdo. Isso significa que a influéncia da Dose
nao é consistente em todos os niveis de Via de administragdo. Tanto a Dose quanto o Via de
administracdo tém efeitos significativos e isolados nos resultados. Devido a interacdao
significativa, os efeitos da Dose e da Via de administracdo nos resultados ndo podem ser
interpretados de formaindependente, o efeito de um depende do niveldo outro.

4 DISCUSSAO

Embora o uso e a interagao do glifosato sejam um tema bastante abordado, no que
tange alteragdes as células hepaticas, carecem de mais estudos para definir o mecanismo de
interacdo, e as suas respectivas implicagdes em longo prazo, no processo de surgimento de
patologias (CHRISTENSEN, 2023). A presente pesquisa aborda uma temadtica de extrema
importancia para a sociedade, com robustez de resultados, foram analisadas 200 mil células
hepaticas, para que entdo fosse possivel chegar aos resultados alcangados.

Neste contexto o presente estudo traz novas e relevantes informacdes acerca da
tematica. A pesquisa angariou dados importantes da exposicdo oral e inalatéria ao glifosato, a
pesquisa evidenciou que ha uma maior interacdo quando o mecanismo de contaminag¢do do
glifosato é por via inalatéria; evidenciou ainda que a dosagem de media concentra¢do quando
administrada por via inalatdria apresenta uma interagdo significativa sendo capaz de causar
danos hepaticos.

A via inalatdria com dose de media concentracdo apresentou maiores alteragdes que
a viade alta concentragdo, esse achado pode ser atribuido por uma provavelsensibilidade maior
a medias concentragdes de ingrediente ativo (PARIZI et al., 2020).

Esses achados corroboram com a pertinéncia da tematica, tendo emvista as grandes
areas de pulverizagdo, que expde trabalhadores ao glifosato. A deriva do produtofaz com que
moradores de dareas proximas também sejam indiretamente expostos ao ingrediente ativo
nocivo.

Os resultados evidenciam que as concentracées de ingrediente ativo, assim como a
via, sdo preponderantes para as alteracdes. Contudo a exposicdo cronicamesmo em doses altas
nao culminou em letalidade, é possivel que em maior tempo de observagado, fosse observado o
desenvolvimento de quadros e agravos que levassem a letalidade, outros estudos com pe riodo
de exposicdo andloga a este, chegaram aresultados semelhantes sem que houvesse o dbito das
matrizes estudadas, o que embasa a necessidade de estudos observacionais alongo prazo para
acompanharo desenvolvimento dos agravos sugestivos obtidos com a exposi¢do cronica (MAIA
etal., 2021).

Tao importante quanto a cronicidade da exposi¢do é a via de contaminagdo. A via de
exposicdo ao ingrediente ativo pode provocar respostas imunoldgicas mais exacerbadas,
resultando em diferentes tipos de resposta. No presente estudo, observou-se que a via
inalatéria apresentou maiores alteracées quando comparada a via de administracdo oral. O
grupo exposto a média concentrac¢do do ingrediente ativo por via inalatéria apresentou maior
injuria as células hepdticas. As diferentes concentra¢des do ingrediente ativo administradas por
via oral ndo resultaram em alteracdes significativas, sugerindo que a exposicdo oral seja menos
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nociva. Esse achado contrasta com um estudo realizado em carpas que foram contaminadas via
oral através daalimentacdo e que evidenciou danos hepaticos significativos, com alteragdes nos
niveis das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
indicando injuria hepatica (ABDELMAGID etal., 2023).

O processo de exposicdo cronica ao glifosato ocorre majoritariamente pela via
inalatdria, sejade maneiradireta através do manuseio, da aplicacdo do produto, ou de maneira
indireta peladeriva que leva as goticulas para lugares além do local de pulverizacdo. O presente
estudo evidenciou que a dosagem de média concentragdo inalatéria, é responsdvel por
alteracOes de relevancia cientifica, estadosagem é capaz de suscitar alteracdes importantes as
células hepaticas, o que é sugestivo de altera¢des e danos ao figado. A cronicidade da ex posi¢do
traz consigo alteragdes relevantes em diversos processos fisioldgicos, assim como encontrado
nesta pesquisa, outro estudo realizando a coleta de urina de trabalhadores da area rural que
expuseram se nos Ultimos anos durante o processo de pulverizagdo, encontrou glifosato sendo
excretadonaurina (CHANG etal., 2023).

As diferentes concentragdes de exposicao vém sendo observadas com o objetivo de
estabelecer niveis de seguranga quanto ao contato com o glifosato. Na presente pesquisa, ndo
foi possivel observar relevancia nos baixos niveis de exposicdo, tanto na exposicdo oral quanto
na inalatéria. As baixas concentra¢Ges ndo apresentaram disparidades significativas nas
alteragBes. Em contrapartida, um estudo de coorte prospectivo realizado com pessoas expostas
a contaminacdo inalatéria devido a deriva acompanhou gestantes expostas ao glifosato por um
periodo de 18 anos, durante o qual as criancas foram monitoradas. Todos estavam a cerca de
1,6 km de distancia do local de aplicagdo do glifosato. Este estudo inferiu que essa exposi¢do
crbnica exacerbou orisco de injuria hepatica, entre outras doencas (ESKENAZI, 2023).

Observou se no grupo exposto a alta concentracdo inalatéria de ingrediente ativo, uma
média menor do que os outros grupos da mesma via, isso reforca a ideia de que a Via de
Administracdo influéncia diferentemente o efeito das doses, evidenciando como um processo
deinteragdo pode se manifestar. Em controversaao estudo realizado com metodologia e tempo
de exposi¢cdo semelhante, que observou uma maior alteracdo relativa a altas concentracoes e
alteragGes es6fago e intestino delgadoe grosso,independente do sexo (DE MARIASERRA; 2021).

5 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo evidenciam que o herbicida glifosato causa
alteragGes no epitélio hepatico, quando administrado por viainalatéria em média concentragao,
por periodo cronico.

A via de exposicdo oral no que tange tecido hepatico ndo demonstrou resultados
sugestivos de alteragdes, independente das dosesadministradas, enquanto que o grupo exposto
por via inalatéria em média concentracdo apresentou alteragdes sugestivas de dano hepatico.
Um periodo maior de acompanhamento seria necessdrio para observar o progresso dos danos
e assim compreender até que pontoasinjurias ao tecido hepatico poderiam suscitar um quadro
de ineficacia da homeostase.

A exposig¢do cronica ao glifosato em diferentes concentragdes e por diferentes meios
seja oral ou inalatdrio, apresentam altera¢des nas dimensdes do nucleo do tecido hepatico,
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essas alteracdes podem culminar em desenvolvimento de quadros patoldgicos. E indubitavela
necessidade de maiores estudos, em periodos maiores e maiores populacdes ensejando,
acompanharas alteragdes ao longo do tempo.

Ha um grande caminho a ser percorrido a fim de evidenciar o efeito deletério do
glifosato, ndo somente na salde do homem, quanto para todo o ecossistema. E de crucial
importancia buscar meios e alternativos mais seguros paraa populacdo expostae também para
0 meio ambiente. Assim sendo, sdo necessarios maiores estudos de comparac¢do entre grupos e
sistemas corporeos para destaforma mitigar os riscos que a exposi¢ao ao glifosato pode causar.
Sugere se ampliaras pesquisas sobre os efeitos da exposicdo por periodos mais longos na saude
animal, humanae ambiental.
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