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ZILLI, R. M. Efeitos do glifosato e Roundup® em alguns parametros metaboélicos e na
ingestdo alimentar de ratos. 2013. 49f. Dissertagdo (Mestrado pelo Programa Multicéntrico
de Po6s-Graduagao em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina — PR.

RESUMO

O glifosato ¢ o ingrediente ativo do Roundup®, um herbicida usado mundialmente na
agricultura no combate as plantas daninhas anuais e perenes. Por mecanismo exclusivo em
plantas, o herbicida inibe seu crescimento por interferéncia na producdo de aminoacidos
aromaticos essenciais. Ha véarios estudos, em diferentes espécies de seres vivos, sobre os
efeitos toxicos de glifosato ¢ Roundup®, mas poucos estudos indicando efeitos no
metabolismo periférico. O presente trabalho avaliou as alteracdes resultantes da agdo do
glifosato e da formulagao comercial Roundup® sobre o metabolismo periférico e a ingestao
alimentar de ratos machos ou fémeas. Os ratos foram tratados por gavagem diariamente com
agua de torneira (grupo controle) ou 150, 300 e 600 mg/kg de glifosato ou Roundup® por 15
dias. O peso corpdreo e ingestdo alimentar foram mensurados diariamente, mas ndo foram
encontradas diferengas entre os grupos experimentais e controle. Nas fémeas foram efetuados
esfregagos vaginais a cada 5 dias com inicio no primeiro e término no ultimo dia do protocolo
experimental, onde o ciclo estral ndo foi alterado pelo tratamento com glifosato ou
Roundup®. Valores plasmaticos de glicose, acidos graxos livres, proteina total e parametros
hematoldgicos nao se alteraram quando grupos glifosato ¢ Roundup® foram comparados aos
grupos controles. Alteracdes normais de corticosterona plasmatica foram encontradas sendo
compativel com as fases do ciclo estral. A observagdo mais importante desse trabalho ¢ que
houve um aumento significativo (p < 0,05) na concentracdo plasmatica de colesterol total em
todas as fémeas tratadas com Roundup®. No entanto, apenas uma tendéncia de alteracdo nas
concentragdes plasmaticas de colesterol total foi observada no grupo de fémeas tratadas com
doses elevadas de glifosato. Estes resultados podem ser devido a hepatotoxicidade resultante
da associag¢dao do surfactante e glifosato no produto formulado. Alteragdes presentes apenas
nas fémeas podem ser pela maior susceptibilidade de fémeas em comparagdo com ratos
machos na exposicao ao herbicida.

Palavras-chave: Herbicidas. Glicose. Acidos graxos livres. Proteina total. Colesterol total.
Corticosterona.



ZILLI, R. M. Effects of glyphosate and Roundup® on some metabolic parameters and
food intake of rats. 2013. 49p. Dissertacdo (Mestrado pelo Programa Multicéntrico de Pos-
Graduagao em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina — PR.

ABSTRACT

Glyphosate is the active ingredient in Roundup®, an herbicide used worldwide in agriculture
in the fight against annual and perennial weeds. This herbicide inhibits growth in plants by
interfering with the production of essential aromatic amino acids. There are several studies, in
different species of animals and even in humans, about the toxic effects of glyphosate and
Roundup®, but few studies indicating effects on peripheral metabolism. This study evaluated
the changes resulting from the action of glyphosate and Roundup® (the commercial
formulation) on peripheral metabolism and food intake of male and female rats. Female
vaginal smears were performed every 5 days starting with the first and ending on the last day
of the experimental protocol, where the estrous cycle was not altered by treatment with
glyphosate or Roundup®. Plasma levels of glucose, free fatty acids, total protein and
hematological parameters were unchanged when glyphosate and Roundup® groups were
compared to control groups. Normal changes found in corticosterone levels were compatible
with the phases of the estrous cycle. The most important observation of this study is that there
was a significant increase (p < 0.05) in plasma total cholesterol in all females treated with
Roundup®. However, only a tendency of alteration in plasma concentrations of total
cholesterol was observed in the group of female treated with high doses of glyphosate. These
results suggest hepatotoxicity by association of surfactant and glyphosate in the formulated
product. Changes only in females suggest greater susceptibility of females compared to males
on the exposure to herbicide.

Keywords:Herbicides. Glucose. Free fatty acids. Total protein. Total cholesterol.
Corticosterone.
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1. INTRODUCAO

Os agrotoxicos a base de glifosato sdo produtos quimicos de baixa toxicidade e
extensamente utilizados na agricultura. O glifosato (N-fosfonometil-glicina: CsHsNOsP) ¢ um
herbicida ndo seletivo, sistémico, pos-emergente aplicado em diversas culturas anuais e
perenes, e responsdvel pelo controle e destrui¢do de plantas daninhas consideradas
indesejaveis na agricultura (DARUICH et al., 2001; BEURET et al., 2005; CAGLAR e
KOLANKAYA, 2008). E considerado um dos xenobidticos mais utilizados na agricultura
moderna (PEIXOTO, 2005) especialmente devido ao seu custo relativamente baixo e sua
elevada eficacia (TAVARES et al., 2010).

O Roundup® ¢ a formulagdo comercial do ingrediente ativo glifosato mais
amplamente utilizada mundialmente (ACQUAVELLA et al., 2004); ¢ registrado em mais de
100 paises (WILLIAMS et al., 2000) para controle de plantas daninhas (REDDY, 2001) em
culturas de soja, milho, canola e algoddo, particularmente na Argentina, Brasil, Canada e
EUA (DUKE e POWLES, 2008). No Brasil, o Roundup® ¢ responsavel por 76% da
comercializacdo de herbicidas (IBAMA, 2010), sendo que no periodo de 2000 a 2004 seu
consumo apresentou aumento de 95% (LANGIANO e MARTINEZ, 2008).

O glifosato ¢ geralmente formulado como um sal do 4cido desprotonado de glifosato e
um cation isopropilamina ou trimetilsulfonico (VEREECKEN, 2005), anionico em valores
fisiolégicos de pH (DUKE e POWLES, 2008) e praticamente insoluvel em solventes
organicos (PRATA et al., 2000).

O glifosato ¢ absorvido de forma relativamente rapida através da superficie da folha
(KIRKWOOD et al., 2000; PRATA e LAVORENTI, 2000) impedindo seu crescimento pela
inibicdo competitiva da enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS)
(BOOCOCK e COGGINS, 1983; RUBIN et al., 1984; FISCHER et al., 1986; BECERRIL et
al., 1989; DUKE, 1990; SCHOUNBRUNN et al., 2001; FUNKE et al., 2006; DUKE e
POWLES, 2008), que ¢ encontrada apenas nos microrganismos € plantas (HERRMANN,
1995); essa enzima ¢ chave na via do 4cido chiquimico para a sintese de corismato que ¢
precursor dos aminoacidos aromaticos essenciais fenilalanina, tirosina e triptofano (GIESY et
al., 2000; TZIN e GALILI, 2010; POLLEGIONI et al., 2011), e de vitaminas e lignina
(BRAKE e EVENSON, 2004).

O produto principal de degradagdo do glifosato em plantas, solo ou 4dgua ¢ o acido
aminometilfosfonico (AMPA), produzido por varios microrganismos que metabolizam o

glifosato (RUEPPEL et al., 1977; JACOB et al., 1988; FORLANI et al, 1999,
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BORGGAARD e GIMSING, 2008; MANAS et al., 2009a; POLLEGIONI et al., 2011). Dessa
metabolizagdo ha a formag¢ao de AMPA (SINGH ¢ WALKER, 2006) e sarcosina (LIU et al.,
1991) e da degradacao destes compostos (BORGGAARD e GIMSING, 2008) ocorre a
produgdo de didxido de carbono, dgua e 4cido fosfonico (ANADON et al., 2009).

Na composi¢do do Roundup® além de glifosato, ha a presenca de ingredientes
denominados inertes, dentre eles o surfactante polioxietilenoamina (POEA), que ¢ adicionado
a formulagdo para aumentar a eficacia do herbicida (KNOCHE e BUKOVAC, 1992; TSUI e
CHU, 2003; RICHARD et al., 2005; COX e SURGAN, 2006; BENACHOUR et al., 2007),
favorecendo a difusdo de glifosato pela cuticula da folha (HAEFS et al., 2002; LIU, 2004).

O grau de toxicidade de herbicidas ¢ indicado nos frascos dos agroquimicos por meio
de faixas de cores distintas indicando o grau de toxicidade, sendo: Classe I — Faixa Vermelha
— Extremamente toxico, Classe II — Faixa Amarela — Altamente Toxico, Classe III — Faixa
Azul — Mediamente Toxico e Classe IV — Faixa Verde — Pouco Toéxico. Dentre essa
classificagdo, o glifosato recebe em sua embalagem a faixa azul, indicadora de toxicidade
grau III, ou seja, mediamente toxico (ALMEIDA, 2007; ANDEF, 2010), apresentando taxas
de mortalidade de apenas 17% em casos de suicidio. Alguns estudos, no entanto, sugerem que
o POEA tenha efeitos toxicos, sendo inclusive considerado até trés vezes mais toxico que o
proprio glifosato (GIESY et al., 2000).

O uso adequado, controlado e regular de herbicida é recomendado, para obter seus
efeitos benéficos sem poluir o meio ambiente e sem deixar os seus residuos em fontes de agua
e alimentos com potencial risco para a saiide humana (MANAS et al., 2009b). A concentragio
de glifosato usado em culturas de arroz e soja no sul do Brasil varia de 0,36 a 2,16 mg/L
(GLUSCZAK et al., 2007), sendo estes os valores limites de tolerancia e intervalos de
seguranca do glifosato em alimentos, conforme estabelecidos pela ANVISA em 2001
(ANVISA, 2001 apud AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

A utilizagdo de Roundup® na agricultura continua a se expandir desde meados da
década de 1990 (REDDY, 2001), especialmente em aplicagdes que envolvam plantas
geneticamente modificadas para tolerar tratamentos de glifosato (WILLIAMS et al., 2000),
como por exemplo, culturas de soja, trigo, cevada, mostarda, linho, etc. (VEREECKEN,
2005; CERDEIRA e DUKE, 2006; TIMOSSI et al., 2006). Esta ampla utilizacdo tem gerado
preocupacdo sobre os potenciais efeitos adversos dos produtos quimicos sobre o meio
ambiente, podendo gerar toxicidade na condi¢do de exposi¢des intensas (WILLIAMS et al.,
2000) com riscos a vida aquatica (GIESY et al., 2000) e a satde humana (FERON et al.,
2002; LUSHCHAK et al., 2009).
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O glifosato ¢ ligado aos constituintes do solo através do radical 4cido fosfonico por um
mecanismo semelhante ao do fosfato inorganico e sua inatividade ¢ principalmente devido a
formagdo de complexos com metais (MORILLO et al., 2000), como oOxidos de ferro e
aluminio (TONI et al., 2006) e matéria organica (PICOLLO et al., 1996). A adsorcao ¢
atribuida a formacdo de complexos em solucdo entre glifosato e cations (GLASS, 1987) na
dependéncia do pH (McCONNELL e HOSSNER, 1985; MILES e MOYE, 1988; JONGE e
JONGE, 1999; CRUZ et al., 2007; BORGGAARD e GIMSING, 2008) podendo persistir no
solo adsorvido como residuo ligado de forma irreversivel (PRATA et al., 2005) resultando em
muitos problemas ambientais (BENETOLI et al., 2010) ou lixiviar para dguas subterraneas
(de SANTANA et al., 2006) comprometendo a vida aquatica.

O ambiente aquatico esta sendo continuamente contaminado com produtos quimicos
toxicos de atividades industriais, agricolas e domésticos (BEGUM, 2004). A resposta
bioldgica de um organismo aquatico a xenobidticos apds absor¢do e distribuicdo induz a
alteragdes celulares e bioquimicas, em termos tanto estruturais, funcionais de células e tecidos
como comportamentais do organismo (PARVEZ e RAISUDDIN, 2005). A meia-vida de
glifosato e POEA em ambientes aquaticos, dependendo das condi¢des do local, ¢ relatada para
variar de 7 a 14 dias e 21 a 42 dias, respectivamente (GIESY et al., 2000).

Ecossistemas aquaticos podem ser submetidos ao glifosato como uma consequéncia do
controle de plantas daninhas em ecossistemas terrestres e massas de agua. Exposi¢do ao
Roundup® promove efeitos sobre o desenvolvimento e metabolismo de crustaceos (DUTRA
et al., 2011) e sapos (EDGE et al., 2011); promove alteragdes na atividade da superdxido
dismutase, glutationa-S-transferase, glutationa redutase e glicose-6-fosfato desidrogenase em
tecidos do peixe Carassius auratus (LUSHCHAK et al., 2009); desencadeia modificagdo no
metabolismo energético, em processos de radicais livres e atividade da acetilcolinesterase no
peixe Rhamdia quelen (GLUSCZAK et al., 2007); e desencadeia alteragdes bioquimicas,
fisiologicas e histologicas em peixe Prochilodus lineatus induzidos por concentragdes
subletais do herbicida (LANGIANO e MARTINEZ, 2008).

O herbicida Roundup® favorece ainda estimulagdo das vias de biotransformagdo com
redu¢do na atividade de algumas enzimas antioxidantes e conduz a ocorréncia de peroxidagao
lipidica em estudos realizados com peixe Prochilodus lineatus (MODESTO ¢ MARTINEZ,
2010b). Afeta o crescimento e ganho de peso; inibicdo na atividade da acetilcolinesterase
cerebral juntamente com desordens metabolicas (reducdo do glicogénio hepatico e teores de
proteina muscular, aumento de lactato no figado e musculo) e reducdo nos parametros

hematologicos em peixe Leporinus obtusidens (SALBEGO et al., 2010).
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Efeitos como alteracdes hematoldgicas com aumento de hematocrito, aumento do
numero de globulos vermelhos e brancos foram evidenciados ap6s 96 horas de exposicao de
Prochilodus lineatus ao Roundup®; além de inibigdo da acetilcolinesterase cerebral e
muscular; reducdo da superoxido dismutase e catalase apds exposi¢ao de 6 horas e glutationa-
S-transferase inibida nos periodos de 6 e 24 horas estando estas enzimas relacionadas com a
ocorréncia da peroxidagao lipidica dos hepatocitos nos peixes Prochilodus lineatus. Os danos
oxidativos foram prevenidos pela atividade aumentada das enzimas antioxidantes apos 24 e
96 horas de exposi¢ao a0 Roundup® Transorb (MODESTO e MARTINEZ, 2010a).

Virios estudos tém também avaliado a toxicidade de herbicidas na tentativa de
associacdo com diferentes sintomas e patologias, tanto em rato quanto em humanos. A dose
letal 50% (DLso) oral de glifosato ¢ maior que 5.000 mg/kg (WILLIAMS et al., 2000), no
entanto, ¢ possivel notar varios estudos onde concentracdes menores promovem diversas
alteracdes no organismo.

Em caso de ingestdo acidental de glifosato ocorre inicialmente distribui¢do para o
intestino delgado, célon, rins e ossos com grande parte do produto rapidamente excretado sem
biotransformagdo na urina (BRADBERRY et al., 2004 apud CHANG e CHANG, 2009)
corroborando estudos realizados em ratos Sprague-Dawley (BREWSTER et al., 1991). A
baixa biodisponibilidade de glifosato pode ser causada por excrecao biliar ou degradacdo do
glifosato no local de absor¢do (ANADON et al., 2009). O herbicida é excretado praticamente
na forma inalterada na urina devido a concentracdo diminuta do metabodlito AMPA detectado
em seres humanos (HORI et al., 2003). A severidade clinica e a taxa de mortalidade sdo
correlacionadas com a quantidade de exposicao (HSIAO et al., 2008).

A elevada ingestdio de Roundup®, numa tentativa de suicidio, causa toxicidade
significativa resultando em nauseas, vOmitos, dor oral e abdominal, podendo ocorrer
insuficiéncia renal e hepatica e edema pulmonar (CHANG e CHANG, 2009), pancreatite
aguda (HSIAO et al., 2008), choque cardiogénico, acidose metabdlica severa, aumento do
lactato sanguineo e da osmolaridade plasmatica com acetilcolinesterase inalterada
(MALHOTRA et al., 2010). Alteragdes da consciéncia e encefalopatia t€ém sido relatadas
como sequelas apesar de poucos serem os dados sobre efeitos do herbicida no sistema nervoso
central (SNC). Manifestacdes gastrointestinais como nauseas, vOmitos, diarreia e dores
abdominais; hipotensdo, taquicardia e taquipnéia foram apresentados nos casos de
intoxicacdes menores (ROBERTS et al.,, 2010) e desenvolvimento neurocomportamental

adverso (GARRY et al., 2002).
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Associagdo entre mielomas multiplos e prolongada exposi¢do ao glifosato também sdo
relatados (De ROOS et al.,, 2005). O herbicida foi associado a episddios de rinite em
agricultores (SLAGER et al., 2010) e ao aumento do risco de aborto tardio (12 — 19 semanas)
em mulheres residentes em regides agricolas de Ontario independente do momento de
exposicdo (ARBUCKLE et al., 2001). Ha poucas associagdes positivas relatadas suportando
uma associa¢do causal entre glifosato e doenga em geral ou cancer (MINK et al., 2011; MINK
et al., 2012), ou cancer de prostata (ALAVANIJA et al., 2003) ou com subtipos de linfomas
(ERIKSSON et al., 2008); e encontram-se alguns relatos de parkinsonismo apds
contaminagdo acidental por Roundup® (BARBOSA et al., 2001; WANG et al., 2011).

Encontram-se varios estudos na literatura sobre roedores com exposi¢cdo da matriz a
agrotoxicos durante a prenhez, mostrando que tanto glifosato como Roundup® podem
promover: uma variedade de anormalidades funcionais na atividade especifica das enzimas
hepaticas, como isocitrato desidrogenase, glicose-6-fosfato desidrogenase e malato
desidrogenase, dependentes da concentragdo de herbicida administrada (DARUICH et al.,
2001); peroxidacao lipidica de hepatocitos com aumento da glutationa peroxidase em fetos
(BEURET et al., 2005); inclusive ndo dependendo da dose mas do tempo de tratamento,
alteracdo de alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase com a presenca de danos
histologicos (BENEDETTI et al., 2004; HEYDENS et al., 2008) e da catalase em ratos
machos (VAINIO et al., 1983).

Verifica-se ainda concentra¢do diminuida de creatinina e glutationa reduzida; com
aumento de uréia, 4cido trico, triglicerideos, colesterol, 6xido nitrico, TNF-a; sem alteragdes
em proteinas totais e albumina quando administrados Roundup® e glifosato
intraperitonealmente por periodo de duas semanas (EL-SHENAWY, 2009); aumento do
colesterol total e alteragdes das lipoproteinas (CAGLAR e KOLANKAYA, 2008); estresse
oxidativo no figado e cérebro de ratos (ASTIZ et al., 2009); diminuicdo dos hormdnios
sexuais (DALLEGRAVE et al, 2007; ROMANO et al, 2010); teratogenicidade
(DALLEGRAVE et al., 2003); e citotoxicidade de medula 6éssea em camundongos (PRASAD
et al., 2009).

A toxicidade do glifosato e do Roundup® ¢ ainda confirmada em estudos in vitro,
mostrando danos na proteina StAR (proteina reguladora da esteroidogénese) em cultivos de
células testiculares de camundongos (WALSH et al.,, 2000), alteracdo na fosforilagdo
oxidativa das mitocondrias hepdticas tanto de ratos (PEIXOTO, 2005) como de humanos
(GASNIER et al., 2009), causando reducao na viabilidade celular; alteragdo da atividade da
enzima aromatase em cultivo de células placentarias (RICHARD et al., 2005; BENACHOUR
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et al., 2007) e embriondrias humanas (BENACHOUR et al., 2007); apoptose ¢ necrose de
células umbilicais, embriondrias e placentarias humanas (BENACHOUR e SERALINI,
2009); apoptose em células epidérmicas de humanos (ELIE-CAILLE et al., 2010); danos no
ciclo celular dos embrides de invertebrados (MARC et al., 2002; MARC et al., 2004) ¢
inibicdo da transcricdo (MARC et al., 2005); genotoxicidade (BOLOGNESI et al., 1997;
MANAS et al., 2009a,b); mudangas no metabolismo plaquetario (NEIVA et al., 2010); e
distarbios em tecidos cardiovasculares (CHAN et al., 2007).

Deve ser ressaltado que poucos trabalhos na literatura descrevem os efeitos do
glifosato ou do Roundup® sobre o metabolismo energético de ratos e humanos. O niimero de
pessoas com doencas associadas a distirbios metabolicos ¢ crescente no mundo. A
prevaléncia de obesidade ¢ uma das grandes preocupagdes em termos de satde publica hoje
tanto no mundo quanto no Brasil, devido as patologias associadas, tais como, diabetes
mellitus, dislipidemias, doengas cardiovasculares, renais ¢ comprometimento neuronal
psicoldgico (GHO, 2011). Em 2008, o Brasil apresentou altas taxas de obesidade, sendo que
mais de 50% dos homens e mais de 46% das mulheres acima de 20 anos apresentam excesso
de peso (GHO, 2011). A porcentagem de brasileiros com excesso de peso aumentou de
42,7%, em 2006, para 48,5%, em 2011, e no mesmo periodo, o percentual de obesos cresceu
de 11,4% para 15,8% (IBGE, 2010). No entanto, existem poucos estudos em humanos ou
ratos, que relacionem diferentes distirbios metabolicos a utilizagdo indiscriminada de

herbicidas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a acdo de glifosato ¢ Roundup® sobre o

metabolismo plasmatico e comportamento alimentar de ratos machos e fémeas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar o efeito da administragdo de glifosato, por gavagem durante 15 dias, em ratos
machos sobre o ganho de peso corporeo e ingestdo alimentar e apds este procedimento
avaliar concentragdes de metabolitos e hormodnios plasmaticos (glicose, colesterol total,

acidos graxos livres, proteinas totais e corticosterona) nesses animais.

b) Avaliar o ganho de peso corporeo, ingestdo alimentar, e ciclo estral em ratos fémeas
durante administracdo de glifosato, por gavagem durante 15 dias, e apos determinar as
concentragdes de metabolitos e hormonios plasmaticos (glicose, colesterol total, acidos

graxos livres, proteinas totais e corticosterona) nesses animais.

¢) Estudar o efeito da administragdo do Roundup®, por gavagem durante 15 dias, em ratos
machos sobre o ganho de peso corporeo e ingestdo alimentar e apds este procedimento
avaliar concentragdoes de metabolitos e hormdnios plasmaticos (glicose, colesterol total,

acidos graxos livres, proteinas totais e corticosterona) nesses animais.

d) Avaliar o ganho de peso corporeo, ingestdo alimentar, e ciclo estral em ratos fémeas
durante administragdo do Roundup®, por gavagem durante 15 dias, e apos determinar as
concentracoes de metabdlitos e hormonios plasmaticos (glicose, colesterol total, acidos

graxos livres, proteinas totais e corticosterona) nesses animais.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais de Experimentagdo — CEUA da Universidade Estadual de Londrina

(protocolo N°. 15/2012).

3.1. ANIMAIS

Os animais utilizados foram ratos machos, adultos, da linhagem Wistar, pesando entre
220 e 250 g; e fémeas, adultas, da linhagem Wistar, pesando entre 200 e 230 g, provenientes
do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina e mantidos no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (CIF), em gaiolas individuais, em ambiente controlado
de luz (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (22 + 2 °C) e recebendo alimento e agua ad
libitum. Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia
Neuroendocrina e Metabolismo (LaFiNeM) do CIF/UEL sempre no mesmo horario para

minimizar qualquer influéncia do ritmo circadiano e ingestdo alimentar.

3.2. DROGAS UTILIZADAS

As drogas utilizadas foram glifosato (N-fosfonometil-glicina: C;HgNOsP)
provenientes da (Milenia Agrociéncias: Londrina—PR) e Roundup® Original (Monsanto do
Brasil LTDA) cuja composigao ¢ de 480 g/L de sal de isopropilamina de glifosato, 360 g/L de
equivalente acido de N-fosfonometil-glicina (glifosato) e 684 g/l de ingredientes inertes
adquiridos pela (Agroterra Implementos e Defensivos Agricolas: Ibipora — PR); e dgua de

torneira que foi utilizada como controle.

3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos (machos e fémeas) constituiram 18 grupos, de 8 a 13 ratos por grupo, como

segue:

a) grupo Gm150, Gm300 e Gm600: ratos machos que receberam, por gavagem por 15 dias, o
ingrediente ativo glifosato, nas doses de 150, 300 ou 600 mg/kg de peso corpdreo (b.w.),

respectivamente;



20

b) grupo Rm150, Rm300 e Rm600: ratos machos que receberam, por gavagem por 15 dias, o
herbicida Roundup® nas doses de 150, 300 ou 600 mg/kg b.w., respectivamente;

¢) grupo Gf150, Gf300 e Gf600: ratos fémeas que receberam, por gavagem por 15 dias, o

ingrediente ativo glifosato, nas doses de 150, 300 ou 600 mg/kg b.w., respectivamente;

d) grupo Rf150, Rf300 e Rf600: ratos fémeas que receberam, por gavagem por 15 dias, o
herbicida Roundup®, nas doses de 150, 300 ou 600 mg/kg b.w., respectivamente;

e) grupos Cm150, Cm300 e Cm600: ratos machos que receberam, por gavagem por 15 dias,
dgua de torneira em volumes correspondentes aos dos grupos experimentais com o

glifosato ou Roundup®, e serviram de controles;

f) grupos Cf150, Cf300 e Cf600: ratos fémeas que receberam, por gavagem por 15 dias, dgua
de torneira em volumes correspondentes aos dos grupos experimentais com o glifosato ou

Roundup®, e serviram de controles.

3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os ratos (machos e fémeas) receberam por gavagem, por 15 dias, sempre entre 8 € 9 h,
suspensdo aquosa de glifosato na dose de 150 mg/kg b.w.(grupos Gm150 e Gf150; 0,2
mL/100 g b.w.); 300 mg/kg b.w. (grupos Gm300 e Gf300; 0,2 mL/100 g b.w.); ou 600 mg/kg
b.w. (grupos Gm600 e Gf600; 0,4 mL/100 g b.w. em duas doses fracionadas de 0,2 mL/100 g
b.w., sendo a segunda entre 16 e 17 h); como controle (grupo C) utilizou-se dgua de torneira
no mesmo volume e hordrios do glifosato. O mesmo procedimento realizou-se com a
formulacdo comercial Roundup® tanto nos ratos machos como fémeas. Para se obter as
concentracdes administradas de glifosato utilizando a formulacdo Roundup®, realizou-se a
dilui¢do da formulagdo comercial Roundup® em 4gua de torneira, nas proporg¢des: Rf150 =
7,8 mL de Roundup® + 42,2 mL de H,O; Rf300 = 15,6 mL de Roundup® + 34,4 mL de H,0;
Rf600 = 15,6 mL de Roundup® + 34,4 mL de H,O. As doses utilizadas foram as que
promoveram danos no desenvolvimento de 6rgaos sexuais ¢ mudancgas em alguns parametros
bioquimicos (DALLEGRAVE et al., 2007; EL-SHENAWY, 2009). Tanto o peso corpdreo
quanto a ingestdo alimentar foram avaliados diariamente durante todo o periodo experimental.

No 16° dia os ratos foram decapitados (entre 8 e 9 h), sangue coletado em tubo heparinizado,
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centrifugado a 3.000 r.p.m. durante 20 min e o plasma obtido armazenado em freezer (-20 °C)
para posteriores dosagens bioquimicas. Nas fémeas foram efetuados esfregacos vaginais a
cada 5 dias com inicio no primeiro ¢ término no ultimo dia do protocolo experimental para
associacdes do ciclo estral com as possiveis alteragdes do crescimento corporal e metabolismo

periférico devido ao tratamento com os herbicidas.

3.5. DETERMINACAO DO PESO CORPOREO E INGESTAO ALIMENTAR

O peso corpdreo de todos os ratos foi medido diariamente durante todo o periodo
experimental e expresso em gramas. Diariamente todos os animais recebiam ragdo para
roedores (100 g/dia; Nuvilab CR1, Nuvital®, por 15 dias), sendo as sobras retiradas ap6s 24 h
e da diferenca entre a oferta e sobra de alimentos a quantidade diaria de alimento ingerido foi

calculada e expressa em g/100 g b.w.

3.6. ESFREGACO VAGINAL

Para tal, as secre¢des vaginais foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur de
1 mL descartavel de ponta fina (1,0 mm de diametro) contendo 0,2 ml de soro fisiologico
0,9%, que foi introduzida no canal vaginal na extensdo de 3 mm para se evitar qualquer
estimulacdo de gestagdo psicoldgica. Este material foi colocado em lamina de histologia,
secado em estufa a 37 °C e corado utilizando a técnica de hematoxilina-eosina para
determinagdo da fase do ciclo estral em que se encontrava a rata. Os tipos celulares e a
proporcao entre eles permitiram definir a fase do ciclo estral de ratos. Um proestro consistiu
principalmente de uma predominancia de células epiteliais nucleadas; o estro consistiu
principalmente de células cornificadas anucleadas; metaestro consistiu na mesma proporgao
entre leucocitos, células epiteliais cornificadas e nucleadas; e o diestro principalmente

consistiu de uma predominancia de leucocitos (MARCONDES et al., 2002).
3.7. PARAMETROS HEMATOLOGICOS
Uma aliquota do sangue foi utilizada para a determinagdo do hematocrito, por

microcentrifugacdo em tubos capilares e a hemoglobina total pelo método

cianometahemoglobina num espectrofotdometro a 540 nm. O niimero de eritrocitos totais por
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3 A
mm-” foram contados em hemocitdometro de Neubauer usando amostras de sangue fixadas em

formol citrato.

3.8. DOSAGENS BIOQUIMICAS

3.8.1. Dosagem de glicose plasmatica

A determinacgdo da concentragdao plasmatica de glicose foi feita com o KIT comercial
Glicose BioLiquid (Laborclin — PR). O KIT enzimético baseia-se na reagdo de Trinder (1969),
onde a glicose reage com a glicose oxidase e obtém-se produtos como o acido glicurénico e o
peroxido de hidrogénio. Posteriormente o perdéxido de hidrogénio reage com o
hidroxibenzoato de sdédio e 4-aminofenazona com a peroxidase presente, produzindo
quinoamina de coloragdo rosea. A colora¢dao possui intensidade proporcional a concentragdo
de glicose da amostra.

Os tubos de padrao e amostras foram realizados em triplicata pipetando-se 10 uL de
padrao de glicose (100 mg/dL) ou amostra de plasma e adicionando-se 1 mL de reagente; no
tubo considerado como branco pipetou-se somente 1 mL de reagente. Os tubos foram
homogeneizados por agitacdo e incubados em banho-maria a 37 °C, por 10 minutos; com
subsequente leitura feita em espectrofotdmetro (Shimadzu Mod. UV-1201) no comprimento
de onda de 500 nm. Os resultados obtidos da concentragdo plasmatica de glicose foram

expressos em mg/dL.

3.8.2. Dosagem de colesterol total plasmatico

A concentragdo plasmatica de colesterol total realizou-se com o KIT Comercial
Colesterol BioLiquid (Laborclin — PR). O KIT utilizado baseia-se na reagdo enzimatica de
Allain e colaboradores (1974) onde colesterol esterase promove hidrélise dos ésteres de
colesterol. O colesterol obtido nessa reagdo ¢ oxidado pelo colesterol oxidase formando
colest-4-en-3-ona e peroxido de hidrogénio. Este peroxido de hidrogénio produzido ¢ avaliado
por produto corado presente, originado pela reacdo com 4-aminofenazona e fenol na presenca
de peroxidase. O produto final apresenta coloragdo résea e sua intensidade de cor ¢
diretamente proporcional & quantidade de perdxido de hidrogénio originado e,

consequentemente, a quantidade de colesterol total existente na amostra.
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As dosagens foram feitas sempre em triplicatas pipetando-se no tubo 10 pL de padrio
de colesterol (200 mg/dL) ou amostra de plasma e 1 mL de reagente (no tubo branco pipetou-
se apenas 1 mL de reagente). Apds homogeneizagao, por agitacao, e posterior encubagdo, dos
tubos, em banho-maria a 37 °C por 5 minutos; fez-se leitura em espectrofotometro (Shimadzu
Mod. UV-1201) no comprimento de onda de 500 nm. Os resultados obtidos da concentragao

plasmatica de colesterol total foram expressos em mg/dL.

3.8.3. Dosagem de acidos graxos livres plasmaticos

A concentracdo de acidos graxos livres (AGL) foi determinada utilizando-se o método
espectrofotométrico de Falholt e colaboradores (1973). Foram pipetados 100 pL de amostra
de plasma de acordo com método utilizado; e como padrdo, 50 pL de uma solugdo, realizada
por solugdo estoque de 2 mmol de acido palmitico em um litro de solugdo extratora
(cloroférmio + heptano + metanol). Adicionado neste padrao 1,0 mL de tampao fosfato (pH
6,4) e 6,0 mL de solug¢do extratora. Os tubos foram agitados por 2 minutos e deixados em
repouso durante 15 minutos sendo centrifugada durante 20 minutos a 2000 r.p.m.

A fase aquosa foi descartada e retirou-se 5,0 mL da fase inferior com transferéncia
para outro tubo onde foram acrescentados 2,0 mL de reagente Cooper (CuTEA : pH 8,1). As
amostras foram agitadas por mais 5 minutos com posterior centrifugacao a 2000 r.p.m. em
periodo de 15 minutos. Em procedimento final transferimos 3,0 mL da fase superior para
outro tubo e adicionamos neste 1,0 mL do reagente de coloragdo (DPC: solugdo 4% de 1,5-
difenilcarbazida e difenilcarbazona + 0,1 mL de TEA 1M). Os tubos permaneceram em
repouso de 15 minutos e as amostras foram quantificadas em espectrofotdometro (Shimadzu

UV-1201) no comprimento de onda de 550 nm com valores expressos em pmoles/dL.

3.8.4. Dosagem de corticosterona plasmatica

A concentracdo de corticosterona plasmatica foi determinada pelo método de
Guillemin e colaboradores (1959) consistindo em método fluorimétrico, no qual, ¢
determinada pela fluorescéncia da corticosterona em acido sulftirico, tendo-se como solugao
padrao 1 mg de corticosterona dissolvida em 10 mL de etanol absoluto. Foram pipetados,
sempre em triplicata, 100 pL de plasma em 3 mL de diclorometano, os tubos agitados, e
realizada subsequente aspiracdo da fase superior possibilitando a parti¢do e extragdo da

corticosterona; em seguida fez-se adi¢do, na fase inferior, de 250 pL de NaOH 0,1 N para
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lavagem, seguida por agitacdo e nova aspira¢do da fase superior; 250 uL. de dgua destilada
foram acrescidos e novamente agitados onde 2 mL da fase inferior foram retirados e
transferidos para uma nova bateria de tubos. Designado como branco utilizou-se apenas 2 mL
de diclorometano.

Na segunda etapa, 10 pL de solucdo "working" (0,5 mL de solucdo padrao e etanol)
foram acrescentados aos tubos da solucdo padrdao, e 0,5 mL de [H,SOs : etanol] foram
adicionados em todos os tubos para uma segunda extragdo, seguida por agitacao e repouso de
20 minutos. A leitura realizou-se em fluorimetro (550 nm) e os valores obtidos da

concentragdo plasmatica de corticosterona foram expressos em pg/dL.

3.8.5. Dosagem de proteinas totais plasmaticas

Para a determinagdo da concentragdo plasmatica de proteinas totais utilizou-se o KIT
Comercial Proteinas Totais Doles (Doles — GO). O KIT baseia-se no reagente de biureto,
sendo composto por uma solucao de sulfato de cobre (0,052 M), citrato trissodico (0,57 M) e
carbonato de sédio (1,05 M); albumina bovina estabilizada com azida sdédica 1:1000 ¢
utilizada como a solu¢do padrdo (4 g/dL). Para a dosagem, adicionou-se agua destilada ao
reagente de biureto completando-se o volume para 500 mL em baldo volumétrico. A solugao
final de uso desse reagente apresentou a seguinte composi¢do: citrato trissoédico (0,114 M),
carbonato de sodio (0,21 M) e sulfato de cobre (0,01M).

A solugdo utilizada desencadeia uma reagcdo com as proteinas da amostra formando
um complexo corado de cor violeta que € proporcional a concentragao protéica da amostra. As
dosagens foram feitas em triplicatas: em 25 pL. de padrao de proteinas totais (5,31 g/dL) ou
amostra de plasma nas quais foram adicionados 1,25 mL de reagente e 1 gota de hidroxido de
sodio (6 M), todos os tubos, homogeneizados, por agitagdo, e deixados em repouso por 5
minutos; como branco utilizou-se apenas 1,25 mL de reagente. Leitura foi feita em
espectrofotometro (Shimadzu Mod. UV-1201) no comprimento de onda 550 nm. Os

resultados obtidos da concentragdo plasmatica de proteinas totais foram expressos em g/dL.

3.9. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média + erro padrao

da média (E.P.M.). O teste "t" de Student foi utilizado para comparagdes simples. Valores de

p < 0,05 foram considerados como significantes.
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4. RESULTADOS

Durante o protocolo experimental nao ocorreu mortalidade nos grupos experimentais
tanto de tratamento com glifosato quanto Roundup®. Este aspecto torna-se concreto devido a
auséncia de sinais clinicos de toxicidade mesmo nas maiores doses dos herbicidas. Nao houve
diferenca estatistica entre todos os grupos de machos (m) ou fémeas (f) tratados com glifosato
(G) ou Roundup® (R) em relagdo aos respectivos controles (C) tanto no ganho de peso

corporeo como na ingestao alimentar, no periodo de 15 dias de tratamento (Tabelas 1 a 4).

Tabela 1. Valores médios de peso corporeo (g) de ratos machos (m) controles (C), glifosato

(G) e Roundup® (R), na dose de 150, 300 e 600 mg/kg submetidos a gavagem por 15 dias.

1° (dia) 5° (dia) 10° (dia) 15° (dia)
Cm150 236,242, 1 256,5+2,2 278,542,5 296,1+5,7
(8) (3 (8) (3)
Cm300 248,2+1,6 262,9+2,3 278,242.9 297,7+3,3
(12) (12) (12) (12)
Cm600 243,043,5 255,142,9 276,143,3 296,143,6
(8) (3) (8) ®)
Gm150 237,1+1,8 254,443,7 271,045,5 292,1+4,4
(8) (3) (8) @)
Gm300 253,06,4 266,9+7,4 279,9+7,0 299,1+6,4
(8) ®) (8) (3)
Gm600 243,443 4 257,94+3,4 276,124,6 295,4+4,5
(8) (3 (8) (3)
Rm150 238,2+1,5 258,6+2,3 278,9433 297,4+4,5
(8) (3) (8) @)
Rm300 231,242,7 258,943,8 284,2+4,1 301,9+5,2
(8) (®) (8) (3
Rm600 231,5+2,9 261,443 .4 284,4+4 4 301,5+6,3
() (3) )] 3

Valores expressos como média £ E.P.M. ( ): nimero de animais.
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Tabela 2. Valores médios da ingestdo de alimentos (g/100 g de peso corpoéreo) de ratos

machos (m) controles (C), glifosato (G) e Roundup® (R), na dose de 150, 300 e 600 mg/kg

submetidos a gavagem por 15 dias.

1° (dia) 5° (dia) 10° (dia) 15° (dia)

Cm150 9,5+0,4 9,3+0,3 8,8+0,3 8,240,3
) ) )] 3

Cm300 8,9+0,3 8,8+0,2 8,3+0,3 8,240,3
(12) (12) (12) (12)

Cm600 8,9+0,2 8,5+0,1 9,6+0,3 8,6+0,1
(8) (8) 3 (3)

Gm150 9,5+0,4 9,5+0,4 8,3+0,3 8,40,2
(8) (8) 3 (8)

Gm300 9,240,2 9,240,4 8,5+0,5 8,4+0,2
) ) )] )

Gm600 9,5+0,1 9,5+0,3 9,6+0,2 8,6+0,2
(8) (8) 3 (8)

Rm150 11,440,5 10,30,2 9,7+0,2 8,6+0,3
(8) (8) 3 (8)

Rm300 11,1+0,3 11,4402 10,4+0,2 9,1+0,2
(8) (8) 3 (8)

Rm600 10,8404 11,4+0,1 10,10,4 8,740.3
(8) (8) 3 (8)

Valores expressos como média +£ E.P.M. ( ): nimero de animais.



Tabela 3. Valores médios de peso corporeo (g) de ratos fémeas (f) controles (C), glifosato (G)

e Roundup® (R), na dose de 150, 300 e 600 mg/kg submetidos a gavagem por 15 dias.

1° (dia) 5° (dia) 10° (dia) 15° (dia)
Cf150 211,1+4,4 214,0+5,4 220,4+5,2 228,0+4,6
(8) (8) 3 (3)
Cf300 214,9+1,5 216,142,7 2224423 229,6+3,1
(8) (8) 3 (3)
Cf600 211,842,0 214,0+2.5 221,542,8 228,9+3,1
(13) (13) (13) (13)
Gf150 210,7+4,8 215,0+4,7 224 4+4.6 232,0+4,1
) ) ) 3
Gf300 206,7+1,4 215,9+1,6 223,1£1,9 233,142,4
) ) )] )
Gf600 211,942,9 213,243,0 214,143,8 226,0+2,7
(8) (8) 3 (3)
Rf150 213,242.8 214,2+3,7 225,0+4,1 233,943.8
(8) (8) 3 (8)
Rf300 213,5+2,7 215,6+3,6 225,7+3,6 237,442.4
(8) (8) 3 (8)
Rf600 215,0£1,8 219,4+1,9 226,742,3 235,942.5
(12) (12) (12) (12)

Valores expressos como média + E.P.M. ( ): nlimero de animais.
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Tabela 4. Valores médios da ingestdo de alimentos (g/100 g de peso corporeo) de ratos

fémeas (f) controles (C), glifosato (G) e Roundup® (R), na dose de 150, 300 e 600 mg/kg

submetidos a gavagem por 15 dias.

1° (dia) 5° (dia) 10° (dia) 15° (dia)

Cf150 8,9+0,2 8,404 8,8+0,5 8,8+0,2
(8) (8) 3 (3)

Cf300 8,5+0,3 9,0+0,2 7,9+0,4 8,404
(8) (8) 3 (3)

Cf600 8,2+0,3 8,1+0,3 9,0+0,4 8,940,2
(13) (13) (13) (13)

Gf150 9,5+0,4 8,4+0,5 9,7+0,3 8,4+0,3
) ) )] )

Gf300 7,240,5 9,5+0,6 8,1+0,1 7,940,2
(8) (8) 3 (3)

Gf600 9,4+0,1 9,5+0,2 7,8+1,1 9,5+0,4
(8) (8) 3 (8)

Rf150 9,5+0,2 9,5+0,3 10,1£0,4 8,4+0,3
(8) (8) 3 8)

Rf300 9,4+0,2 9,9+0,3 10,2+0,4 8,9+0,3
(8) (8) 3 (8)

Rf600 7,4£0,1 7,8+0,3 7,9+0,4 8,8+0,3
(12) (12) (12) (12)

Valores expressos como média +£ E.P.M. ( ): nimero de animais.
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Os efeitos da administracdo didria de glifosato (G) e Roundup® (R), por 15 dias, nas
doses de 150, 300 e 600 mg/kg b.w., comparados aos seus respectivos grupos controles (C),
sobre parametros plasmaticos em ratos machos (m) encontram-se na tabela 5 e em fémeas (f)
na tabela 6.

A concentragdo plasmatica de glicose (Tabela 5) nos ratos machos tratados com
glifosato nas doses de 150, 300 e 600 mg/kg ndo diferiram dos grupos controles (p=0,240;
p=0,804 ¢ p=0,117; respectivamente); da mesma forma, os grupos tratados com Roundup®
(Rm150, Rm300 ¢ Rm600 mg/kg) apresentaram valores semelhantes comparados aos
controles (p=0,206; p=0,959 e p=0,138; respectivamente).

Os acidos graxos livres plasmaticos dos ratos machos (Tabela 5) dos grupos tratados
com glifosato ndo diferiram dos grupos controles (p=0,499; p=0,763 e p=0,486;
respectivamente) e apresentaram-se com valores semelhantes para os grupos tratados com
Roundup® quando comparados aos controles (p=0,603; p=0,672 e p=0,055;
respectivamente).

Verifica-se que a concentracdo de proteinas totais dos ratos machos (Tabela 5) dos
grupos tratados com glifosato nas doses de 150, 300 e 600 mg/kg ndo diferiram dos grupos
controles (p=0,592; p=0,705 e p=0,115; respectivamente). O mesmo foi encontrado nos
grupos tratados com Roundup® comparados aos controles (p=0,117; p=0,212 e p=0,662;
respectivamente) como denotado na tabela 5.

Os valores plasmaticos de colesterol total (Tabela 5) foram semelhantes entre os
grupos glifosato em relacdo aos seus controles (p=0,055; p=0,540 e p=0,116;
respectivamente). Similarmente os ratos machos que receberam Roundup® como mostra a
tabela 5, também nao obtiveram diferenca estatisticamente significativa quando comparados
aos controles (p=0,288; p=0,128 e p=0,346; respectivamente).

Em relacdo a concentracdo plasmatica de corticosterona nos ratos machos (Tabela 5)
dos grupos tratados com glifosato nas doses de 150, 300 e 600 mg/kg ndo diferiram dos
grupos controles (p=0,241; p=0,985 e p=0,447; respectivamente) e também nos grupos
tratados com Roundup® nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada

nestes animais (p=0,883; p=0,240 e p=0,608; respectivamente).
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Tabela 5. Valores médios plasmaticos de glicose (mg/dL), acidos graxos livres (AGL)
(umoles/dL), proteinas totais (g/dL), colesterol total (mg/dL) e corticosterona (nug/dL) de ratos
machos (m) controles (C), glifosato (G) e Roundup® (R), na dose de 150, 300 e 600 mg/kg

submetidos a gavagem por 15 dias.

Grupos Glicose AGL Proteinas Totais Colesterol Total Corticosterona
(mg/dL) (nmoles/dL) (g/dL) (mg/dL) (ng/dL)
Cml150 130,14+1,32 56,89+10,96 6,74+0,15 63,38+3,02 3,45+0,22
(7) (7 (7 (7 (7)
Cm300 128,65+2,43  62,06+5,19 6,59+0,18 68,96+5,44 4,34+0,59
(12) (€)) (12) (12) (12)
Cmo600 135,65+4,08 51,51+£2,53 6,35+0,09 79,95+4,49 3,33+0,31
(7) (7 ®) ®) 8)
Gm150 127,90+1,25  65,54+6,61 6,65+0,08 74,08+3,93 4,37+0,67
(8) ®) ®) ®) 8)
Gm300 129,48+1,67 64,56+6,17 6,50+0,09 64,41£3,50 4,36+0,95
(8) (6) ®) ®) ®)
Gmo600 128,48+1,83  54,76+3,61 6,69+0,19 70,07+3,83 2,87+0,50
(8) (8) (7 ®) (8)
Rm150 126,18+2,52  63,89+7,72 6,31+0,20 68,71£3,64 3,39+0,32
(8) ®) ®) ®) (8)
Rm300 128,48+1,67 64,71+2,84 6,90+0,11 80,99+4,25 3,36+0,43
(8) ®) ®) ®) (8)
Rm600 128,95+1,75  65,82+5,92 6,29+0,10 84,99+2,56 3,67+0,57
(8) (7 ®) ®) (8)

Valores expressos como média £ E.P.M. ( ): nimero de animais.
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Tabela 6. Valores médios plasmaticos de glicose (mg/dL), acidos graxos livres (AGL)

(umoles/dL), proteinas totais (g/dL), colesterol total (mg/dL), corticosterona (ng/dL) e ciclo
estral (no 15° dia) de ratos fémeas (f) controles (C), glifosato (G) e Roundup® (R), na dose de

150, 300 e 600 mg/kg submetidos a gavagem por 15 dias.

Grupos Glicose AGL Proteinas Colesterol Corticosterona  Ciclo

(mg/dL) (nmoles/dL) Totais Total (ng/dL) Estral
(g/dL) (mg/dL)

Cf150  134,70+6,54  42,72+4,51 6,80+0,11 66,35+3,90 6,62+1,18 £
8 ) @) (8) (8)

Cf300 134,53+3,66  51,36+2,20 6,99+0,10 69,46+3,42 7,08+£0,91 E
) (7 @) (8) (8)

Cf600 133,29+2.86  43,68+3,16 6,55+0,13 68,75+3,70 6,10+0,86 E
(13) (7 (11) (13) (13)

Gf150 126,57+5,51  38,89+5,78 6,61+0,12 69,76+3,53 5,43+0,71 D
) ) @) (8) (8)

Gf300 126,77+2,70  47,02+4,71 6,72+0,18 71,58+1,58 4,04+0,521 P
®) (3) (3) (3) (3)

Gf600 128,79+2,45  38,4443.95 6,80+0,17 78,75+5,08 2,89+0,54" P
(7) (7) (7 (7) (7)

Rf150 133,88+2,82  41,28+3,56 6,94+0,12  93,98+6,35™" 8,15+1,25 E
3 (3) (3) (3) (3)

Rf300 126,84+3,71  49,04+5,61 6,65+0,15  85,2245,78"* 5,24+1,03 P
(3) (3) (6) (3) (3)

Rf600  134,77+2,77  45,20+2,76 6,37+0,08  89,08+6,86 8,35+0,76 E
(12) (8) (12) (12) (12)

Valores expressos como média = E.P.M. ( ): nimero de animais. P: proestro; E: estro; D:

diestro. *p<0,002; **p<0,034;
respectivos controles; #p<0,005 versus Gf150; ##p<0,039 versus Gf300.

***p<0,014; Tp<0,012; 7LTp<0,019 comparados aos seus
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Avaliando os resultados dos parametros metabdlicos das fémeas, verificamos que a
concentragdo plasmatica de glicose (Tabela 6) dos grupos tratados com glifosato nas doses de
150, 300 e 600 mg/kg nao diferiram dos grupos controles (p=0,358; p=0,110 e p=0,546;
respectivamente). O mesmo ¢ notado para os grupos tratados com Roundup® (p=0,910;
p=0,162 e p=0,714; respectivamente) mostrado pela tabela 6.

Os acidos graxos livres plasmaticos nos ratos fémeas (Tabela 6) dos grupos tratados
com glifosato nao diferiram dos grupos controles (p=0,610; p=0,441 e p=0,321;
respectivamente). De forma semelhante, mostraram-se os grupos tratados com Roundup®
(Tabela 6) comparados aos controles (p=0,806; p=0,721 e p=0,722; respectivamente).

Nota-se que a concentragdo de proteinas totais nos ratos fémeas (Tabela 6) dos grupos
tratados com glifosato nas doses de 150, 300 e 600 mg/kg ndo diferiram dos grupos controles
(p=0,263; p=0,211 e p=0,909; respectivamente) da mesma forma que os grupos tratados com
Roundup® em relagdo aos respectivos controles (p=0,404; p=0,073 e p=0,230).

Os valores plasmaticos de colesterol total nos ratos fémeas (Tabela 6) foram
semelhantes entre os grupos glifosato nas doses de 150, 300 e 600 mg/kg em relacdo aos
controles com as seguintes estatisticas (p=0,527; p=0,678 e p=0,271; respectivamente). No
entanto, os valores da concentragdo plasmatica de colesterol total (Tabela 6) dos grupos
tratados com Roundup® nas doses de 150, 300 e 600 mg/kg apresentaram um aumento com
diferenga estatisticamente significativa comparada aos seus grupos controles (p=0,002;
p=0,034 e p=0,014; respectivamente).

Em relagdo a concentragdo plasmatica de corticosterona nos ratos fémeas (Tabela 6)
dos grupos tratados com glifosato na dose de 150 mg/kg ndo diferiu do respectivo grupo
controle (p=0,402), porém observa-se uma diminui¢do estatisticamente significativa apos
glifosato nas doses de 300 e 600 mg/kg (p=0,012 e p=0,019; respectivamente). Por outro lado,
os grupos de ratos fémeas (Tabela 6) que receberam Roundup® como tratamento
apresentaram valores sem diferenca estatisticamente significativa quando comparados com os
controles (p=0,388 e p=0,202; p=0,064; respectivamente).

Em todos os grupos de fémeas, o ciclo estral foi avaliado sendo determinada a fase do
ciclo a cada 5 dias, entretanto, nenhuma alteracdo foi detectada em relacdo a duracao de cada
ciclo comparado aos controles, nem qualquer alteragdo quanto aos aspectos histoldgicos de
cada fase do ciclo avaliada.

O tnico grupo que apresentou alguma alteracdo em parametro metabolico plasmatico,
avaliado no presente estudo, foi o grupo Rf600 com aumento significativo de colesterol total

(Tabela 6). Portanto, na tentativa de verificar algum efeito de toxicidade nesse grupo
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experimental, foram avaliados hematdcrito, hemoglobina total e o numero de eritrécitos totais
(RBC). No entanto, ndo se verificou qualquer alteragdo significativa nos parametros

hematoldgicos avaliados entre grupo experimental e seu controle (Tabela 7).

Tabela 7. Valores médios do nimero de eritrécitos (RBC) expressa em nimero de células por
mm’, concentracio de hemoglobina expressa em gramas por decilitro e hematdcrito expresso
em porcentagem de ratos fémeas (f) submetidos a injecdo, por gavagem, por 15 dias, de

Roundup® (R), na dose de 600 mg/kg de peso corporeo ou dgua de torneira (controles; C).

Grupos RBC Hemoglobina Hematdcrito
(mm’) (g/dL) (%)
C1600 7,30+0,13 12,46+0,23 37,90+0,75
(%) (5) 6]
Rf600 7,73+0,28 12,86+0,30 40,05+0,81
(11) (11) (11)

Valores representados por média + E.P.M. ( ): nimero de animais.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos do glifosato e Roundup®, por gavagem, em
ratos machos e fémeas, nas concentracoes de 150, 300 e 600 mg/kg b.w., por 15 dias.

A toxicidade pode ser avaliada quando se observa alteragdes no ganho diario de peso
corpéreo e quantidade de alimento ingerido, além de outros aspectos clinicos como aumento
de salivagdo, lacrimejamento, miose ou tremor (MOSER et al., 2006 apud ASTIZ et al.,
2009). Os animais submetidos aos herbicidas ndo apresentaram durante todo o periodo
experimental qualquer sinal de toxicidade e nem alteracdo no ganho de peso corpdreo e
ingestdo alimentar comparado aos seus respectivos controles (Tabelas 1 a 4). Esses dados
corroboram estudos de outros autores que sugerem desenvolvimento normal dos animais sem
comprometimento do controle neural de ingestdo alimentar, apos tratamento com glifosato,
apesar dos elevados volumes injetados e consequente aumento de distensdo gastrica (ASTIZ
et al., 2009).

Alguns trabalhos em ratos mostraram menor ingestdo acompanhada de perda de peso
corporeo atribuindo a possibilidade de menor palatabilidade promovida pelo herbicida quando
adicionado a agua (VANIO et al., 1983; DARUICH et al., 2001; BEURET et al., 2005) ou ao
alto poder corrosivo e possibilidade de propiciar danos a mucosa oral (WILLIAMS et al.,
2000), impedindo a degluticdo e consequente processo de digestdo do alimento. No presente
estudo o procedimento de gavagem evitou tais comprometimentos, além disso, a concentra¢ao
utilizada neste trabalho foi inferior aos valores destacados como letais e/ou irritativos do
sistema digestorio e corroboram os protocolos de outros autores utilizando glifosato ou
Roundup®, tanto em machos como em fémeas, apoés 1 ou 2 semanas de tratamento (EL-
SHENAWY,2009) ou 5 e 13 semanas de tratamento (CAGLAR e KOLANKAYA, 2008),
sem observar alteracdes significativas no ganho de peso corpdreo e quantidade de alimento
ingerido.

Em testes realizados no LaFiNeM (dados nao mostrados), a administragdo por
gavagem, de doses DLsy de glifosato em ratos machos (4.200 mg/kg b.w.) e fémeas (6.000
mg/kg b.w.) promoveram intensa diarreia e 90% do animais morreram até o 15° dia de
tratamento, e utilizando dose de 12.000 mg/kg b.w. de glifosato, considerada letal pelaWorld
Health Organization (WHO, 1994), em 5 dias todos os animais morreram devido a intensa

diarreia, auséncia de ingestao e consequente perda de peso corpdreo.
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Avaliacdo de pardmetros metabolicos plasmaticos, hematologicos ou hormoénios ¢é
relevante para se avaliar os efeitos de toxicidade do glifosato e Roundup®.

Aumento de glicemia e AGL sao sinais metabdlicos de estresse (GUEZENNEC et al.,
1988; OLLER do NASCIMENTO CURI et al., 1990; ZAIA et al., 1997). Varios sdo os
trabalhos na literatura mostrando hiperglicemia em peixes devido a contaminagdo da agua,
tanto por glifosato quanto Roundup®, sendo este aumento relacionado ao periodo de
exposicdo ou concentracdo do herbicida (GLUSCZAK et al., 2007; LANGIANO e
MARTINEZ, 2008). Até onde sabemos, nao existem trabalhos avaliando esses parametros de
estresse em roedores. Nossos resultados mostram que tanto as concentragdes plasmaticas de
glicose quanto de AGL de ratos machos (Tabela 5) e fémeas (Tabela 6) tratados com glifosato
ou Roundup® ndo diferiram dos seus respectivos grupos controles, sugerindo auséncia de
estresse.

Sao vastos os dados na literatura sobre toxicidade do glifosato ¢ Roundup® tanto em
invertebrados como vertebrados. Williams et al. (2000) faz uma revisdo comparando varios
estudos e mostrando diversos efeitos tanto em ratos machos e fémeas quanto em
camundongos, peixes € humanos, porém em nenhum estudo foi mostrado efeito sobre o
metabolismo de glicose ¢ AGL, exceto hiperglicemia em peixes (GLUSCZAK et al., 2007;
LANGIANO ¢ MARTINEZ, 2008). Assim, os resultados apresentados neste trabalho, vém
acrescentar informagdes desses herbicidas sobre esses sinalizadores de estresse.

Verifica-se que a concentragdo média de proteinas totais dos grupos de ratos machos
(Tabela 5) ou fémeas (Tabela 6) tratados com glifosato ou Roundup®, nas trés doses
utilizadas, ndo diferiu dos respectivos controles. Os dados obtidos nos grupos de machos
corroboram os resultados obtidos por El-Shenawy (2009) que observou valores similares das
proteinas totais entre controles e grupos tratados com dose de 134,95 mg/kg b.w. de glifosato
ou 269,9 mg/kg b.w. de Roundup® e os presentes resultados mostram que a resposta de
fémeas para este parametro metabolico € semelhante apos os tratamentos com os herbicidas.

O aumento de colesterol total ¢ relatado apos tratamento com glifosato por via
intraperitoneal em machos (EL-SHENAWY, 2009), porém nenhuma alteracdo neste
parametro foi observada nos ratos machos (Tabela 5) ou fémeas (Tabela 6), nas diferentes
doses de glifosato, comparados aos seus controles corroborando resultados obtidos por
(VAINIO et al., 1983), que observou valores inalterados de colesterol nos animais tratados
por gavagem com dose de 300 mg/kg b.w. de glifosato durante 2 semanas. Por outro lado, as
trés doses de Roundup® utilizadas nas fémeas foram eficazes em promover aumento de

colesterol total plasmatico (Tabela 6), sendo esses valores médios significativamente maiores
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quando comparados aos respectivos grupos controles Cf150 (p=0,002), Cf300 (p=0,034) e
Cf600 (p=0,014). Resultados semelhantes sdo relatados por outros autores que observaram
alteragdes séricas de colesterol total e lipoproteinas, sugerindo hepatotoxicidade do
Roundup® nos animais (FAGLAR e KOLANKAYA, 2008; EL-SHENAWY, 2009), com a
diminui¢dao da atividade da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (WALSH et al.,
2000; ROMANO et al., 2010), resultando em menor metabolismo de colesterol e seu
consequente aumento sérico (NING et al., 2009).

Em relacdo as concentracdes médias plasmaticas de corticosterona,verifica-se que os
grupos de machos (Tabela 5) tratados com glifosato ou Roundup® nao diferiram dos grupos
controles, resultado semelhante também relatado por Romano et al. (2010). Juntamente com
os resultados de glicemia e AGL, esses resultados de corticosterona, que ¢ um classico
sinalizador de estresse (OLLER do NASCIMENTO CURI et al., 1990; ZAIA et al., 1997),
contribuem com a ideia de auséncia de estresse promovido pelos herbicidas.

Por outro lado, avaliando a corticosteronemia dos grupos de fémeas, apenas os grupos
Gf300 e Gf600 apresentam diminui¢do significativa de corticosterona plasmadtica em relacao
aos respectivos controles, verificam-se ainda que essas fémeas estavam na fase de proestro, e
que as outras estavam em fase de estro, metaestro ou diestro (Tabela 6).

Sabe-se que a concentragdo de corticosterona plasmatica se altera em situacdo de
estresse e estd na dependéncia da fase do ciclo estral em que se encontram ratos fémeas.
Comparando-se ciclo estral e concentragdo de corticosterona sérica, verifica-se que o aumento
da secrecdo de estrogenos tem inicio no metaestro, atinge o pico no proestro e retorna aos
valores basais no estro (CIANA et al., 2002) e que corticosterona diminui significativamente
(em torno de 75% do valor médio maximo) quando estrogenos estdo elevados (MORAES et
al., 2012). Durante o presente estudo, foram avaliados 3 ciclos estrais de todas as fémeas e
nenhuma modificagao foi constatada entre o inicio ¢ o término do mesmo, diferente de
Williams et al. (2000) que relata atraso do ciclo de 4,9 para 5,4 dias apds tratamento com
glifosato ou Roundup®. Assim, a diminuicdo significativa de corticosteronemia observada em
dois grupos de fémeas pode ser atribuida a fase do ciclo estral em que as mesmas se
encontravam e nao ao efeito do glifosato.

Alteragdes hematologicas sao verificadas apos tratamento com glifosato em roedores e
humanos (WILLIAMS et al., 2000) ou Roundup® em peixes (MODESTO ¢ MARTINEZ,
2010a). Fez-se avaliacdo de hematodcrito, contagem de células vermelhas e dosagem de
hemoglobina no tnico grupo que mostrou alguma alteracdo metabolica, que foi o grupo de

fémeas que recebeu a dose de 600 mg/kg b.w. de Roundup® (grupo Rf600), sendo esta a
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maior dose de herbicida utilizada neste estudo, porém os resultados ndo diferiram entre
controle e experimental (Tabela 7).

Doses de glifosato ou Roundup® consideradas letais promovem severa diarreia, logo
no periodo inicial de tratamento (CAGLAR ¢ KOLANKAYA, 2008) e morte subsequente por
desidratagdo. Apesar dos varios efeitos toxicos do glifosato e Roundup® relatados por
diversos autores na literatura, as poucas alteragdes encontradas nesse estudo podem estar
relacionadas a pouca absorgdo dessas substincias pelo trato digestorio (ANADON et al.,
2009), a sua baixa toxicidade e a possivel excre¢do nas fezes (WILLIAMS et al., 2000).

Quando injetada por meio de gavagem dose DLs, (dados ndo mostrados) de glifosato
em ratos machos (4.200 mg/kg b.w.) e em ratos fémeas (6.000 mg/kg b.w.) foi observada
diarreia grave e 90% dos animais morreram até o dia 15°de tratamento. Usando a dose letal de
12.000 mg/kg b.w. de glifosato, que ¢ considerada letal pela World Health Organization
(WHO, 1994), também observamos que em 5 dias todos os animais morreram devido a
diarreia grave, falta de ingestdo e da perda de peso corporal (dados ndo mostrados).

Virios sdo os trabalhos na literatura sugerindo papel importante de toxicidade do
surfactante POEA em peixes (GIESY et al., 2000), invertebrados e anfibios (MOORE et al.,
2012). Nao fica aqui descartada a possibilidade desse componente do Roundup® ter
participagdo nas alteragdes observadas nas fémeas com relagdo ao aumento de colesterol total
plasmatico.

Apesar das doses utilizadas nesse estudo terem sido moderadas em comparagdo a DLs
de glifosato, a alteracdo de colesterol total presente somente nas fémeas indica maior
susceptibilidade das mesmas quando comparadas com os ratos machos na exposi¢ao ao
herbicida e sugere a existéncia de uma dose limiar para dar inicio aos varios efeitos hepaticos,
como relatados por outros autores (CAGLAR e KOLANKAYA, 2008; EL-SHENAWY,
2009; ROMANO et al., 2010; WALSH et al., 2000), citolégicos (MALATESTA et al., 2008),
teratogénico (DALLEGRAVE et al., 2003) e hematologicos (WILLIAMS et al., 2000).

Assim, outros estudos se tornam relevantes com aumento de doses ou periodo de
tratamento para esclarecer os possiveis efeitos toxicos desses herbicidas sobre parametros

metabodlicos € hormonais em ratos machos e fémeas.
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6. CONCLUSAO

O tratamento com Roundup® ou glifosato ndo alterou o peso corpéreo e a ingestao
alimentar, indicando o desenvolvimento normal de ratos do sexo masculino ou do sexo
feminino durante o tratamento. Os niveis plasmaticos normais de glicose, dcidos graxos livres
e de corticosterona indicam que ndo houve estresse metabolico. O tratamento com Roundup®
levou a um aumento significativo na concentragao de colesterol total em fémeas, mas nao nos
machos. Este resultado sugere hepatotoxicidade e uma maior susceptibilidade de fémeas ao
herbicida, mas a concentragdo e/ou a duragdo do tratamento deve ser aumentada para
identificar outras alteragdes nos substratos plasmaticos. Para melhor compreender este fato,
estudos adicionais devem ser realizados para determinar os mecanismos do metabolismo

hepatico.
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