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Avaliacéo dos efeitos toxicoldgicos do herbicida glifosato sobre o estdmago de ratos
Wistar machos

Carla Bruna Pietrobon?; Jéssica Vencatto Senem?

Resumo: Os agrotoxicos passaram a ser amplamente utilizados em diferentes culturas, porém
a cada dia o seu uso excessivo se intensifica. O glifosato € o herbicida mais utilizado
atualmente no Brasil, sendo considerado um agroquimico sistémico e pés-emergente. E
classificado pela ANVISA (2010) como produto da classe IV, Pouco Toxico. A pesquisa teve
como objetivo avaliar as possiveis alteracGes histoldgicas causadas no estdbmago de ratos
Wistar machos apds a exposicéo oral ao herbicida. Foram utilizados 30 ratos, divididos em
trés grupos, sendo o controle G1, e G2 e G3 0s grupos experimentais expostos a diferentes
concentragdes, nas doses de 0,346 ul e 1,73 ul respectivamente do herbicida, pelo método de
gavage. Ap6s 90 dias de tratamento a eutanasia foi induzida por exsanguinacdo e o estbmago
retirado, seguindo o processamento para microscopia de luz. Nas analises histolégicas do
corpo do estdbmago dos ratos submetidos &s diferentes concentracdes do agrotdxico foi
observado que ndo houve quaisquer alteracdes em suas estruturas morfoldgicas.

Palavras-chaves: Agrotdxicos; células gastricas; cobaias.

Evaluation of the toxicological effects of the herbicide glyphosate on the stomach of male
Wistar rats

Abstract: Pesticides have become widely used in different cultures, but every day its use
intensifies. Glyphosate is the most widely used herbicide in Brazil, and is considered a
systemic agrochemical and post-emergence. It is classified by ANVISA (2010) as a product
of class IV, Slightly Toxic. The research aimed to evaluate the possible histological changes
caused in the stomach of male Wistar rats after oral exposure to the herbicide. A total of 30
rats were used and divided into three groups: the control G1, G2 and G3, the experimental
groups were exposed to different concentrations at doses of 0.346 ul and 1.73 pl from the
respective herbicide, by the gavage method. After 90 days of treatment euthanasia was
induced by exsanguination and the stomach removed, following processing for light
microscopy. In the histological analysis of the body from the rat stomach subjected to the
different concentrations of the pesticide it was observed that there were no changes in their
morphological structures.

Keywords: Pesticides, Gastric cells, Guinea pig.

Introducéo

A agricultura é praticada ha mais de 10 mil anos pela humanidade, porém a
intensificacdo do uso dos agrotoxicos para o controle de pragas e doengas das lavouras se deu
a pouco mais que meio século. O Brasil € o maior consumidor mundial destes produtos

anualmente, utilizado mais de um milh&o de toneladas de herbicidas por ano (LONDRES,
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2011). Um destes agroquimicos € o glifosato, um herbicida ndo seletivo e pos-emergente, o
qual pertence ao grupo das glicinas. Apresentam um largo espectro de acéo permitindo que
este tenha a capacidade de controlar uma grande quantidade de gramineas, plantas daninhas
anuais ou perenes, assim como folhas largas e estreitas (MONSANTO, 2005).
Toxicologicamente a ANVISA (2010) classifica o glifosato como Pouco Toxico, Classe IV.

Diversos estudos tém sido realizados para verificar os efeitos do herbicida glifosato na
salde de homens e animais (MADUREIRA; SILVA, 2012). Dentre estes Romano et al.,
(2008) e Santos (2011) comprovaram que a o glifosato causa alteragdes no sistema endocrino,
em um periodo entre 30 a 90 dias de exposi¢do. Além de se verificar uma suspensao da
atividade da aromatase, responsavel pela sintese de estrogénio (RICHARD et al., 2005),
também foram evidenciadas alteragdes significativas no ciclo estral de fémeas e alteracdes no
comportamento sexual das mesmas (BURKUHL et al., 2006).

Acredita-se que 0s maiores impactos na saude humana e ambiental decorrem
principalmente de contaminacges, poluicdes e intoxicacdes pelo uso abusivo de agrotoxicos
(THEOPHILO et al., 2014).

Diversos foram os 6rgdos testados frente a exposicdo do herbicida glifosato,
entretanto, a presente pesquisa ndo encontrou relatos bibliogréaficos acerca da histologia do
estdmago.

O estdbmago € o 6rgdo mais distensivel do trato gastrointestinal, responsavel por
realizar uma parcela da digestdo, além de secretar algumas enzimas e horménios. E dividido
em quatro tunicas ou camadas, a camada da mucosa, a submucosa, a camada muscular e a
serosa (VAN DE GRAFF, 2003). E subdividido em quatro regides, sendo elas a cérdia, o
fundo gastrico, o corpo e a regido pilérica (DRAKE et al., 2005), porém histologicamente o
Orgdo apresenta apenas trés regides, pois o fundo e o corpo do estbmago apresentam regides
com microscopias histologicas idénticas, sendo consideras Unicas (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

Diante dos diferentes efeitos causados pelo herbicida glifosato, e a importancia do
estdmago para a homeostase do organismo se faz necessario a realizacdo de pesquisas nesta
area, uma vez que ndo ha registros histologicos cientificos das consequéncias trazidas por este

herbicida nas concentragdes testadas.

Material e Métodos
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A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica de Pesquisas em Animais (CEUA), da
Faculdade Assis Gurgacz, aprovado conforme parecer 013/2014, de 04 de junho de 2014 (em

anexo).

2.1 — Cobaias

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar (Rattus novergicus albinus), com
aproximadamente 60 dias de idade e com peso médio entre 250 a 350 gramas, provenientes
do Biotério da Faculdade Assis Gurgacz.

Os animais foram divididos em trés grupos, sendo cada um composto de 10 cobaias
cada e nomeados G1, G2, G3, acondicionados em caixas de polipropileno autoclavavel
(49X34X16cm), forradas com maravalha, contendo dois ratos de cada grupo para cada caixa.

As cobaias foram mantidas em ambiente com a temperatura (x20°C) e ciclos de
fotoperiodos controlados. Durante todo o tratamento as cobaias receberam racdo padréo e

agua natural ad libitum.

2.2 — Tratamento

A administracdo oral do herbicida se deu pelo método de gavage (Figura 1), sendo que
0 grupo controle (G1) recebeu apenas agua natural, enquanto os grupos G2 e G3 receberam
glifosato nas doses de 0,346 ul e 1,73 ul, na quantidade de 0,25ml de agua, respectivamente.
As dosagens foram determinadas conforme a metodologia adaptada de Romano e
colaboradores (2008).

O tratamento foi realizado trés vezes por semana, nas segundas, quartas e sextas, por

volta das 18 horas, além da pesagem de todas as cobaias nestes mesmos periodos.

Figura 1 — Administragcdo do herbicida pelo método de gavage.

Fonte: o autor.
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2.3 — Coleta de dados

Apo6s 90 dias de tratamento, os animais foram levados ate o laboratério de fisiologia
da Faculdade Assis Gurgacz, anestesiados a 10% do seu peso corporal com cetamina por uma
via intraperitoneal (IP) e com xilazina, pela mesma via e ap6s verificado o efeito dos
anestésicos foi realizada uma inciséo cirdrgica longitudinal ventral na linha média do abdome
(FIGURA 2) e a morte dos animais foi induzida pelo método de exsanguinagao por puncéo da
veia cava inferior e o estbmago foi coletado, fracionado na regido de interesse, sendo esta 0
corpo do estbmago. O material foi fixado em solucéo de aldeido formico a 10%, e depois de
24 horas transferido para solucdo alcodlica a 70% até ser submetido ao processamento
histoldgico.

Figura 2 — Incisdo cirargica longitudinal ventral na linha média do abdome.

Enquanto uma cobaia estava sendo manipulada as demais permaneceram reservadas
em uma sala isolada, ndo participando das etapas de coleta umas com as outras, para evitar
gue as mesmas ficassem expostas a residuos que poderiam desencadear sinais olfatorios de
alarme, causando alteracdes comportamentais como 0 medo, sendo assim todos 0s materias
que foram utilizados para a realizacdo do processo era devidamente limpo para cada uma das
cobaias (CONCEA, 2013).

2.4 - Processamento histologico para microscopia de luz

O material foi processado para a microscopia de luz, segundo o protocolo adaptado de
Junqueira e Junqueira (1983) (FIGURA 3). Os blocos confeccionados foram submetidos a
microtomia com cortes de Sum, com auxilio do micrétomo Leica RM 2125 RTS da Faculdade
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Assis Gurgacz, em seguida as laminas foram preparadas e coradas com hematoxilina e eosina
(HE) e entdo fotomicrografadas com fotomicroscopio Olympus BX60 com camera digital
DP71 da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) para anélise dos resultados

e discussao dos mesmos.

Figura 3 - Bateria para o processamento histologico de rotina adaptado.

Fonte: o autor.

Resultados e Discussao

A analise do laminario permitiu observar a histologia tipica do corpo estdmago,
contendo glandulas gastricas, principais responsaveis pela secre¢do se suco gastrico. Uma
glandula géstrica presente na camada da mucosa apresenta cinco grupos de células principais,
sendo elas: (1) células mucosas do colo, localizadas na porc¢éo estreita da glandula (istmo da
glandula géastrica), adjacente a fosseta gastrica, (2) células principais ou células
pepsinogénicas, predominantes na por¢éao inferior da glandula, apresentam uma forma colunar
com nucleo ovoide e basal, (3) células parietais ou células oxinticas, sdo encontradas
principalmente na regido superior do corpo, com formato arredondado ou piramidal e nucleo
esférico e central, (4) células fonte estdo presentes na regido proxima ao colo das glandulas,
(5) células enteroenddcrinas, sdo pequenas e arredondadas, apresentam ndcleo apical e
citoplasma claro, localizadas na regido inferior do corpo. A regido da fosseta gastrica é
revestida por um epitélio simples formado por um grupo de células da mucosa superficial, as
quais apresentam nucleos ovais e muco produzido por elas. (KIERSZENBAUM, 2008), como
representado na Figura 4.

Além da camada da mucosa, foi possivel se observar as camadas posteriores a mesma,

a camada da submucosa, formada por tecido conjuntivo frouxo, contendo fibras colagenas e
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fibras elasticas, nesta regido se encontram uma grande quantidade de arteriolas, plexos
venosos e vasos linfaticos. Ja a camada muscular composta por uma musculatura lisa, nas
diregBes circular, obliqua e longitudinal (KIERSZENBAUM, 2008), como representado na
Figura 5.

Figura 42 - Fragmento de estdmago de rato Wistar macho, exibindo detalhes das camadas da
regido do corpo. G1. Coloracdo H&E. Aumento 100x. Fg: Fosseta gastrica;
Cms: Células mucosas superficiais; Cmc: Células mucosas do colo, Co: Células
parietais ou células oxinticas.

Figura 4b - Fragmento de estdbmago de rato Wistar macho exibindo detalhes das camadas
da regido do corpo. G1. Coloracdo H&E. Aumento 100x. Ce: Células

Figura 5 - Fragmento da regido do corpo do estbmago de rato Wistar macho. G1. Coloragéo
H&E. Aumento 20X. a: Camada da mucosa. b: Camada da submucosa. c:
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Quando comparado os grupo controle com os grupos G2 e G3 foi possivel verificar
que ndo houve quaisquer alteracbes morfologicas e histologicas entre os principais grupos
celulares presentes na camada da mucosa do estbmago (FIGURA 6 e 7). Também néo foram
encontradas alteracdes significativas nas camadas da submucosa e muscular. Estes resultados
se diferem de resultados encontrados na literatura que comprovam alteracbes nas celulas
epiteliais da mucosa gastrica e a degeneracao de glandulas do estdmago de ratos expostos a
375mg/kg de glifosato (TIZHE, 2013), uma dose bastante elevada quando comparada ao
tratamento da presente pesquisa.

Figura 62 - Fragmento da regido do corpo do estdmago de rato Wistar macho. G2. Coloragédo
H&E. Aumento 100X. Fg: Fosseta gastrica. Cms: Células mucosas superficiais.
Cmc: Células da mucosa do colo. Co: Células parietais ou oxinticas. Figura 6b:
Fragmentacdo da regido do corpo do estémago. Coloracdo H&E. Aumento 100X.
Cp: Células principais. Ce: Células enteroenddcrinas.

Figura 7 - Fragmento da regido do corpo do estomago de rato Wistarr macho. G3. Coloragéo
H&E. Aumento 100X. Fg: Fosseta gastrica. Cms: Células mucosas superficiais.
Cmc: Células da mucosa do colo. Co: Células parietais ou oxinticas.
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A avaliagdo do herbicida em trabalhos anteriores comprovou alguns efeitos no trato
gastrointestinal, tais como irritagdes e Ulceras ap6s a ingestdo oral do glifosato-surfactante em
seres humanos (CHANG et al., 1999), além de alteracGes ap0s a exposicao ao glifosato em
doses menores que 10mg/ml o qual desequilibra de forma relevante as propriedades das
barreiras de células intestinais (VASILUK, 2005).

Outras alteracgdes no trato gastrointestinal foram encontradas por Chen e colaboradores

(2013) no esbfago de pessoas apos a ingestdo do glifosato, onde foram identificadas lesdes
esofagicas de grau um e dois, apos a ingestdo foi observado que a toxicidade sistémica
apresentou complicacbes com um rapido desenvolvimento, além de sofrerem maior
quantidade de doencas gastrointestinais.
Sugere-se que as doses utilizadas ndo foram suficientes para causar quaisquer tipos de
alteracdo histoldgica entre os grupos tratados. Outras pesquisas encontradas na literatura
relatam hiperplasia nas células da mucosa de peixes (Piaractus brachypomus) expostos a
diferentes tratamentos com doses de até 120 mg “* de glifosato (RAMIREZ-DUARTE et al.,
2008).

O desenvolvimento da massa corporal dos animais expostos ao herbicida durante o
tratamento ndo apresentou diferencas significativas entre o grupo controle e 0s grupos
expostos. O ganho de massa corplrea entre 0s animais se apresentou bastante similar,
demostrando que o glifosato ndo comprometeu o crescimento das cobaias, onde as mesmas
ndo apresentaram quaisquer efeitos negativos durante a manipulacéo diaria, assim como 0s
resultados encontrados em trabalhos com diferentes concentracfes do herbicida glifosato
(SANTOS, 2011; ROMANO, 2008).

A avaliacdo do peso corporal das cobaias tem como principio indicar a saude do
animal, caso a massa corporal do animal se encontrar abaixo da média e durante o tratamento
ndo indicar um ganho ou uma perda acentuada pode ser um indicio de viabilidade do animal
no experimento (KITA, 2004).

Concluséao
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Com base nos resultados obtidos na presente pesquisa pode se concluir que o herbicida
glifosato ndo apresentou interferéncia na evolugdo do peso corporal dos animais expostos e
que 0 mesmo ndo apresentou quaisquer alteracdes histoldgicas nas doses testadas nos animais.

Demostrando assim a importancia da utilizacdo de diferentes protocolos, tais como
analises estruturais como microscopia eletrénica de varredura ou de transmisséo, e também se
testar outras técnicas de coloracdo e expor estes animais a diferentes concentracdes,
realizando uma avaliacdo completa do potencial toxicoldgico do herbicida em quest&o.
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PARECER 013/20

A Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade Assis Gurgacz —- CEUA/FAG,
reunida em sessdo ordindria, no dia 04/06/2014, considera que o projeto abaixo especificado estd
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagiio Animal, sendo APROVADO.

PROTOCOLO: 021/ 2014

PESQUISADOR / PROFESSOR: Jéssica Vencatto Senem

RELATO DE CASO: Efeitos do Herbicida Glifosato sobre a Histologia do Estomago ¢ do
Duodeno de Ratos Wistar machos

Ao final do projeto, o pesquisador / professor deverd encaminhar 8 CEUA/FAG para
acompanhamento da pesquisa o relatério final e a publicagio de seus resultados, até 60 dias apés
o termino do projeto, conforme formulédrio protocolado, bem como a comunicagio de qualquer
intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo. E
papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave

ocorrido.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas 2
CEUA/FAG de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas

justificativas.

O pesquisador / professor deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo aprovado ¢ descontinuar o estudo somente apés andlise das razoes da descontinuidade
pela CEUA/FAG que o aprovou, aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano

ndo previsto ao animal participante que requeiram agdio imediata.

Cascavel, 05 de Junho de 2014,

—_

_ Renni L. S. Gomi

Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais

FAG - Faculdade Assis Gurgacz
Avenida das Torres, 500 - Loteamento Fag  CEP: 85806-095 Cascavel - PR
Telefone: (45) 3321-3788 / 3321 3761
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